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ABSTRACT 
Analisi del differenziamento genetico tra popolazioni di Octopus 
vulgaris Cuvier, 1797 mediante marcatori nucleari e mitocondriali. 
Il polpo comune, Octopus vulgaris Cuvier, 1797, rappresenta un’importante risorsa 
per la pesca commerciale in tutto il mondo ed è soggetta ad una richiesta sempre 
crescente da parte del mercato. Nel bacino del Mediterraneo, e soprattutto in Italia, 
questa specie costituisce un’importante frazione degli sbarchi dello strascico e della 
piccola pesca. Nonostante l’importanza socio-economica, non esistono, a livello 
nazionale, misure gestionali specifiche per questa risorsa. Oltre che come oggetto di 
studio di ricerche applicative-gestionali, il polpo comune rappresenta un 
interessante argomento per la ricerca di base, in particolare dal punto di vista 
tassonomico, soprattutto perché è incerto se la specie sia realmente unica, a 
distribuzione cosmopolita, oppure se sotto lo stesso appellativo siano comprese 
diverse specie, e quindi il taxon sia in realtà un complesso di specie (species 
complex). 
L’obiettivo principale di questo lavoro è fornire indicazioni utili per la scelta di 
adeguate unità gestionali attraverso la caratterizzazione genetica di sette 
popolazioni di O. vulgaris campionate lungo le coste della Sardegna. L’analisi 
genetica è stata effettuata attraverso l’utilizzo di tre differenti marcatori, due 
sequenze nucleotidiche mitocondriali, corrispondenti ai geni Citocromo ossidasi I 
(COI) e III (COIII), e un marcatore nucleare (5 loci microsatelliti). Tutti e tre i 
marcatori si sono rivelati utili ad indagare la struttura di popolazione. Le sequenze 
nucleotidiche, inoltre, sono state utilizzate per effettuare un confronto con sequenze 
presenti in GenBank per valutare la tassonomia della specie. 
I risultati dell’AMOVA hanno mostrato una sostanziale omogeneità delle popolazioni 
sarde che presentano bassissimi livelli di differenziazione, sia con i marcatori 
nucleari (FST=0,004 ns), sia con i marcatori mitocondriali (ΦSTCOI=0,003 ns; 
ΦSTCOIII=0,0002 ns). I confronti a coppie delle popolazioni mostrano sempre valori 
bassi e non significativi. La mancanza di una struttura di popolazione nel campione 
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sardo è confermata da analisi DAPC e PCA e dall’analisi a cluster bayesiana con 
STRUCTURE. 
La demografia è stata indagata sia con i marcatori nucleari che mitocondriali 
mostrando in entrambi i casi che le popolazioni studiate non hanno subito 
cambiamenti demografici in tempi recenti. La distribuzione multimodale delle 
mismatch avvalora l’ipotesi popolazioni in equilibrio demografico. La stabilità delle 
popolazioni è stata confermata infine dall’analisi del network degli aplotipi per i 
marcatori mitocondriali, che hanno evidenziato la presenza di più aplotipi principali 
conservati in tutte le località analizzate e diversi aplotipi secondari, situazione tipica 
di popolazioni stabili in cui si vanno ad accumulare nel tempo nuovi aplotipi per 
progressive mutazioni. 
Le sequenze nucleotidiche di COI e COIII hanno permesso il confronto degli aplotipi 
sardi con sequenze di Octopus vulgaris depositate in banche dati internazionali 
(GenBank). In entrambi i marcatori si evidenzia un’affinità genetica tra gli individui 
sardi e i campioni del Mediterraneo (Francia, Spagna, Mediterraneo centrale e 
Turchia), dell’Atlantico orientale (Marocco, Senegal, Galizia) e meridionale 
(Sudafrica, Tristan da Cunha), ed infine dei campioni dell’Oceano Indiano (Isole di 
Amsterdam e di Saint Paul). A questa sostanziale omogeneità genetica si 
contrappone la netta divergenza di alcune sequenze da campioni di Turchia, 
Giappone, Cina, Taiwan, Brasile, Venezuela. Quest’ultimo risultato fa supporre la 
potenziale presenza di popolazioni di O. vulgaris, solo in parte interconnesse, o 
addirittura specie distinte, confermando ulteriormente la necessità di un’indagine 
approfondita sullo stato tassonomico del genere Octopus che faccia luce sulla 
eventuale presenza di specie criptiche al suo interno, ipotesi già avanzata da diversi 
autori. 
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ENGLISH VERSION 
Analysis of the genetic differentiation among populations of Octopus 
vulgaris Cuvier, 1797 inferred by nuclear and mitochondrial 
markers. 
The common octopus, Octopus vulgaris Cuvier, 1797, represents an important 
commercial fishery marine resource all over the world, characterized by increasing 
requests from the markets. In the Mediterranean Sea, especially for the Italian fishery, 
this species constitutes an important portion of trawling and artisanal landings. In 
Italy, despite the great socio-economic interest, specific management measures do not 
exist at the national level for this resource.  
The common octopus is a very interesting topic both for applied studies and for the 
basic research, especially at the taxonomic level, because of the uncertainties 
regarding the occurrence of a single species, with cosmopolitan distribution, or the 
existence of multiple species forming a ‘species complex’. 
The principal aim of this work is the genetic characterization of seven populations of 
O. vulgaris along the coasts of Sardinia in order to obtain useful indications for the 
selection of correct management units. The genetic analyses have been realized using 
three different genetic markers, two mitochondrial (the Cytochrome Oxidase I (COI) 
and III (COIII) genes), and one nuclear marker (five microsatellites loci). All markers 
proved to be useful in investigating the genetic structure of the populations. In 
particular, the mitochondrial sequences were useful in comparisons with homologous 
ones from the GenBank database to evaluate the species’ taxonomy. 
The results of AMOVA show a substantial homogeneity in Sardinian populations that 
display low levels of differentiation, both with the nuclear marker (FST=0.004 ns), and 
the mitochondrial ones (ΦSTCOI=0.003 ns; ΦSTCOIII=0.0002 ns). The pairwise analyses 
show low levels of differentiation and not significant values for all the genetic markers. 
The lack of significant genetic differentiation in the Sardinian samples is further 
confirmed by DAPC, PCA analyses and the Bayesian clustering of the software 
STRUCTURE. 
The demography was investigated using all the genetic markers, which pointed out the 
lack of demographic changes in recent time. The multimodal mismatch distributions 
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reaffirm the occurrence of populations demographically stable. The stability of the 
populations was confirmed by the haplotype network analyses with the two 
mitochondrial markers, highlighting a common situation in stationary populations: 
several principal haplotypes, shared by all the locations, and an increasing number of 
new secondary haplotypes arising from mutational events. 
The COI and COIII sequences permitted the comparison of the Sardinian haplotypes 
with the O. vulgaris sequences available in GenBank. Both markers highlight a genetic 
affinity among Sardinian specimens and the sequences from the Mediterranean Sea 
(France, Spain, Central Mediterranean and Turkey), the Eastern Atlantic Ocean 
(Morocco, Senegal and Galicia), the Southern Atlantic Ocean (South Africa and Tristan 
da Cunha) and the Southern Indian Ocean (Amsterdam and Saint Paul Islands). This 
substantial genetic homogeneity contrasts with some sequences (from specimens 
collected in Turkey, Japan, China, Brazil and Venezuela) that resulted to be highly 
divergent from all the others. This finding reaffirms the potential existence of several 
O. vulgaris populations, just partially interconnected, or the even occurrence of 
distinct species, and emphasizes the need for more detailed phylogeographic and 
taxonomic studies of the Octopus genus to confirm or exclude the presence of cryptic 
species within the taxon, as suggested by several authors. 
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1.1 SCOPO DELLA RICERCA 
Il polpo comune, Octopus vulgaris (Cuvier, 1797), rappresenta un’importante risorsa 
marina per la pesca commerciale in tutto il mondo (Guerra 1997). Nel bacino del 
Mediterraneo, questa specie costituisce un’importante frazione degli sbarchi della 
pesca a strascico costiera (Belcari et al. 2002) ed è soggetta ad intensa attività di 
piccola pesca, svolta prevalentemente con l’uso di trappole e nasse, che registrano 
un basso numero di catture accessorie (by-catch) di altre specie commerciali 
(Belluscio e Ardizzone 1990, Cuccu et al. 1999). 
Secondo le statistiche della FAO, nel 2012 sono state catturate 40453 tonnellate di 
polpi in tutto il mondo, mentre la produzione italiana (dati IREPA) è stata di oltre 3 
mila tonnellate, di cui la Sardegna rappresenta la regione con maggiori catture 
(1260 t). I dati dello sbarcato di questa specie mostrano un trend negativo a livello 
regionale e nazionale, che rientra nel declino più generale di questa risorsa 
denunciato a livello globale (FAO 2013). Per contro, sul mercato la richiesta di 
questo prodotto è aumentata, tanto che l’Italia risulta tra i maggiori consumatori 
(FAO 2012). La diminuzione delle catture e la continua richiesta dei mercati ha 
suscitato l’interesse per l’allevamento di questa specie, tuttavia l’apporto 
dell’acquacoltura alle catture totali è da considerarsi pressoché nullo, in quanto la 
ricerca sta ancora studiando tecniche e tecnologie per la riproduzione e la crescita 
di queste specie in cattività (FAO 2012). 
Per questi motivi è imperativo che una risorsa di pesca come il polpo, con un 
interesse commerciale così elevato e una richiesta da parte del mercato globale in 
continua crescita, debba essere gestita in modo sostenibile per evitare uno 
sovrasfruttamento di questo stock, che a causa del suo breve ciclo vitale, verrebbe 
perso in breve tempo. 
Oltre al problema di assegnare unità gestionali corrette per la specie Octopus 
vulgaris, oggetto di questo studio, sorge un problema di tipo tassonomico. Non è 
ancora chiaro se questa specie sia realmente distribuita nelle acque temperate e 
tropicali in tutto il mondo o semplicemente sia un complesso di specie (Guerra et al. 
2010). Le analisi tassonomiche purtroppo sono complicate dal fatto che sebbene O. 
vulgaris sia la specie tipo del genere, Cuvier non ha designato un individuo campione 
né ha indicato una località nella descrizione originale (Mangold e Hochberg 1991). 
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Inoltre si ha grande difficoltà a reperire caratteristiche morfologiche affidabili per 
identificare specie di Octopus strettamente affini, per questo diversi sono gli studi 
che, negli ultimi anni, hanno indagato sulla tassonomia e sulla distribuzione 
geografica di questa specie attraverso il metodo molecolare, per valutare meglio la 
presenza di eventuali specie criptiche nel taxon e chiarire le relazioni all’interno del 
genere Octopus (Warnke et al. 2004, Guzik et al. 2005, Guerra et al. 2010, Kaneko et 
al. 2011). 
Lo studio genetico, affrontato in questo lavoro di tesi, si propone come strumento 
utile per affrontare il problema di gestione di questa specie, contribuendo ad 
identificare gli stock e la struttura della popolazione in modo da definire unità 
gestionali corrette per la pesca sostenibile di questa risorsa nei mari di Sardegna; 
inoltre ci si prospetta di dare un contributo ad aumentare la conoscenza di Octopus 
vulgaris, indagando a livello molecolare per una migliore comprensione della 
tassonomia di questa specie e delle relazioni con le altre specie del genere Octopus. 
1.2 OBIETTIVI DELLA TESI 
Gli obiettivi per lo svolgimento di questo lavoro di tesi sono principalmente due: 
1. SCALA LOCALE. Il primo obiettivo è quello di analizzare le popolazioni di 
Octopus vulgaris presenti lungo le coste della Sardegna, in modo da 
caratterizzare geneticamente le aree campionate; verificare la presenza di 
eventuali barriere oceanografiche che possano ostacolare il flusso genico e 
quindi valutare la connettività tra le aree e la struttura genetica di 
popolazione del polpo comune in Sardegna; valutare lo stato di salute degli 
stock, attraverso la misura della variabilità genetica, indagando su eventuali 
cambiamenti demografici che possano indicare un eccessivo sfruttamento 
della risorsa, e offrire uno strumento importante per la gestione e la 
conservazione della specie. 
2. SCALA GLOBALE. Il secondo obiettivo è quello di confrontare il campione 
sardo con sequenze omologhe, pubblicate e depositate nel database 
GenBank, provenienti da siti sparsi in tutto l’areale di distribuzione della 
specie, in modo da analizzare filogeneticamente il polpo comune e 
contribuire alla comprensione della tassonomia di Octopus vulgaris. 
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Lo studio è stato realizzato attraverso l’uso di due differenti tipi di marcatori 
molecolari che possiedono delle differenze sostanziali in termini di misura della 
variabilità genetica spaziale e temporale: 
 i loci microsatelliti, marcatori di origine nucleare; 
 le porzioni di due geni mitocondriali, codificanti per la subunità 1 della 
citocromo ossidasi (COI) e la subunità 3 della stessa proteina (COIII).
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2.1 TASSONOMIA E DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA 
Octopus vulgaris Cuvier, 1797 è un invertebrato marino appartenente al phylum dei 
Molluschi e alla classe dei Cefalopodi, la cui tassonomia è in fase di revisione negli 
ultimi anni. La specie appartiene al genere Octopus, che comprende circa 200 specie, 
la maggior parte delle quali di elevato interesse commerciale. In Tabella 1 è riportata 
la classificazione sistematica di O. vulgaris. 
 
Figura 1. Esemplare di Octopus vulgaris. 
Tabella 1. Classificazione tassonomica della specie Octopus vulgaris Cuvier, 1797. 
Phylum Mollusca 
Classe Cephalopoda 
Sottoclasse Coleoidea 
Ordine Octopoda 
Sottordine Incirrina 
Famiglia Octopodidae 
Genere Octopus 
Specie O. vulgaris Cuvier, 1797 
Il polpo comune, Octopus vulgaris è un cefalopode bentonico, presente abitualmente 
su fondi rocciosi, sabbiosi e fangosi (Figura 1), dalle acque costiere fino al bordo 
della piattaforma continentale (Mangold 1983). Roper et al. (1984) hanno descritto 
il polpo comune come una specie cosmopolita in acque temperate e tropicali (Figura 
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2), tuttavia la sua distribuzione rimane dubbia ed è stata messa in discussione 
(Mangold e Hochberg 1991; Mangold 1998; Warnke et al. 2004). 
Questa distribuzione risulta ancora più strana considerando che la specie è costiera 
(fino ai 200m) con adulti per lo più sedentari che si affidano maggiormente all’uso 
delle braccia per gli spostamenti mentre il nuoto è generalmente riservato alla fuga 
dai predatori. Per questo la distribuzione cosmopolita di questo cefalopode 
potrebbe essere attribuibile ad una tassonomia troppo conservativa (Thorpe et al. 
2000). 
 
Figura 2. Distribuzione geografica di O. vulgaris da sealifebase.com 
Norman & Lu (2000) hanno presunto che Octopus vulgaris faccia parte, in realtà, di 
un complesso di specie che racchiuda al suo interno specie di polpi con 
caratteristiche morfologiche molto simili e che vengono solitamente considerati 
come O. vulgaris. Attualmente, Octopus vulgaris sensu stricto, ovvero la specie 
descritta per la prima volta da Cuvier nel 1797, è considerata distribuirsi in un 
areale geografico che comprende il Mar Mediterraneo, l’Oceano Atlantico orientale, 
dal sud dell’Inghilterra fino all’Africa sudoccidentale, le isole oceaniche 
dell’Atlantico (Isole Azzorre, Isole Canarie, Capo Verde, Sant’Elena, Tristan da 
Cunha), la costa sudorientale del Sudafrica, le isole Amsterdam e Saint-Paul 
nell’Oceano Indiano meridionale e le acque di Taiwan e Giappone (Guerra et al. 
2010). 
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2.2 BIOLOGIA DELLA SPECIE  
2.2.1 Descrizione 
Il polpo comune, Octopus vulgaris Cuvier, 1979 possiede un corpo globoso e 
muscolare con otto braccia robuste che presentano una doppia fila di ventose; la 
colorazione è giallo-bruna o rossastra che può variare grazie alla presenza di 
cromatofori situati su tutto il mantello. La lunghezza totale massima raggiunge i 120 
cm per la femmina e 130 cm per il maschio (Roper et al. 1984). La testa, ben 
sviluppata, reca ai lati due occhi particolarmente evoluti con una struttura a camera 
molto simile a quella dell’occhio umano in grado di vedere distintamente sia da 
vicino che da lontano, nonostante non sia in grado di discernere le differenze 
cromatiche. All’interno della cavità palleale sono raccolti gli apparati digerente, 
respiratorio e genitale; sulla faccia ventrale del mantello sono situate le branchie, i 
visceri e il tubo del sifone dal quale viene espulsa l’acqua pompata dai muscoli 
circolari del mantello. Accanto al sifone si aprono anche gli orifizi renali e genitali. 
Come tutte le specie del genere Octopus presenta la sacca del nero, tale sacca sfocia 
nell’intestino vicino all’ano; essa è costituita da una parte ghiandolare che produce 
la melanina e da una parte contenente il pigmento nero, quest’ultimo mescolato al 
muco dell’intestino costituisce l’inchiostro, che il polpo espelle in situazioni di 
pericolo, in una nuvola compatta che disorienta l’aggressore.  
All’interno della corona branchiale la specie presenta una struttura di natura 
chitinoso-proteica denominata becco o mandibola che è costituita da un becco 
dorsale e uno ventrale grazie ai quali il polpo è in grado di triturare il carapace dei 
granchi e la conchiglia dei bivalvi, rendendolo un attivo predatore. I becchi, inoltre, 
possiedono degli anelli corrispondenti agli incrementi di crescita dell’animale su cui 
è possibile effettuare delle analisi per determinarne l’età (Perales-Raya et al. 2010, 
Cuccu et al. 2013). 
2.2.2 Riproduzione 
Octopus vulgaris è una specie dioica che presenta dimorfismo sessuale, 
caratterizzato dalla modificazione, nel maschio, del III braccio destro chiamato 
ectocotile, che presenta una scanalatura terminale con una struttura allungata 
(ligula) delimitata da una piccola ripiegatura solcata (calamo). Anche la morfologia 
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dell’apparato riproduttore è differente nei due sessi, comunque in entrambi è 
caratterizzato da una gonade situata nell’apice posteriore della cavità del mantello 
denominata ovario nella femmina e testicolo nel maschio. 
Dall’ovario, che forma internamente gli 
ovociti, si dipartono gli ovidotti e una 
struttura ghiandolare detta ghiandola 
dell’ovidotto; tale ghiandola al suo interno 
presenta una struttura radiale nella quale si 
distinguono tre parti: la spermoteca, le 
ghiandole esterne ed interne. Nelle femmine 
immature la spermoteca può contenere una 
riserva di spermatozoi che si mantengono 
vitali sino a sei settimane, fino a che le uova 
sono pronte per essere fecondate (Mangold e von Boletzky, 1973). La miscela di 
mucoproteine e polisaccaridi, prodotta dalle ghiandole esterne ed interne, che 
ricopre le uova, a contatto con l’acqua di mare si indurisce gradualmente. 
Nel testicolo vengono prodotti gli spermatozoi, nel passaggio attraverso i gonodotti, 
vengono impacchettati e avvolti da una membrana a formare le cosiddette 
spermatofore. Le spermatofore completamente formate attraverso il condotto 
spermatico distale si accumulano nel sacco spermatoforico o sacca del Needham che 
termina con l’organo eiaculatore o pene. Le spermatofore sono depositate durante 
l’accoppiamento tramite l’ectocotile nella cavità del mantello ed entrano 
nell’ovidotto collocandosi nella ghiandola dell’ovidotto (Froesch e Marthy 1975). La 
copulazione dura qualche ora. 
Octopus vulgaris è una specie semelpara e presenta deposizione terminale 
simultanea (spawning once): in seguito ad un’ovulazione sincrona, non c’è crescita 
somatica dell’individuo durante e dopo la deposizione, che avviene in un breve 
periodo al termine della vita dell’animale (Rocha et al. 2001). La deposizione delle 
uova ha una durata che va dai 15 giorni fino ad un mese (Mangold-Wirz 1963).  
La femmina depone le uova fecondate in gruppi (clusters) su substrati fissi 
effettuando delle vere e proprie cure parentali, arrivando a non nutrirsi per poter 
ossigenare e proteggere le uova dai predatori (Figura 3). Dopo la loro schiusa la 
Figura 3. Cluster di uova deposte in una tana di 
femmina di O. vulgaris 
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femmina si lascia morire. Quinteiro et al., (2011) hanno studiato il comportamento 
riproduttivo del polpo comune attraverso l’uso del DNA microsatellite. Dall’analisi 
dei dati di genotipizzazione di quattro femmine e della loro rispettiva progenie, si è 
scoperto che almeno due maschi hanno fecondato le uova campionate in ciascuno 
dei clutch di uova, indicando che la paternità multipla è un comportamento 
riproduttivo tipico del polpo comune.  
O. vulgaris è una specie che si riproduce tutto l’anno con picchi di maggior frequenza 
tra gennaio e marzo e tra luglio e ottobre (Mangold e von Boletzky, 1973; Guerra, 
1997). È stato stimato da Cuccu et al. (2013) un ciclo vitale di circa un anno nelle 
acque sarde (Mediterraneo centro occidentale). 
2.2.3 Ciclo vitale 
La durata dello sviluppo embrionale nei cefalopodi è dipendente dalla temperatura, 
dalla profondità e dalla grandezza delle uova. Le uova di Octopus vulgaris sono 
piccole e la durata dello sviluppo embrionale è nettamente inferiore rispetto ad altre 
specie dello stesso genere con uova di maggiori dimensioni. Questo può variare da 
25 a 125 giorni in relazione alle condizioni di deposizione, infatti secondo Mangold 
e von Boletzky (1973) le uova deposte tra marzo e aprile, quindi ad una temperatura 
di 13°C, si sviluppano molto più lentamente di quelle che vengono deposte tra 
giugno e luglio ad una temperatura di 20°C, che arrivano a maturazione intorno a 
30-40 giorni. Secondo Mangold-Wirz, (1963) quando la temperatura è inferiore ai 
10°C lo sviluppo embrionale si arresta per poi riprendere quando la temperatura 
aumenta nuovamente. Per quanto riguarda la profondità di deposizione questa 
influisce sulla crescita delle uova in quanto la schiusa delle uova in acque superficiali 
fa sì che le paralarve di O. vulgaris si sviluppino nei mesi estivi, quando le scorte 
alimentari (larve di crostacei) sono particolarmente abbondanti. Le uova deposte a 
profondità maggiori si sviluppano lentamente a temperature più basse con 
conseguente schiusa tra i mesi autunnali e invernali.  
Dopo la schiusa i nascituri possiedono una riserva abbondante di tuorlo, utile come 
nutrimento nel caso in cui le larve di crostacei scarseggino. Gli individui alla nascita 
sono pelagici ma diventano bentonici dopo circa un mese (Guerra, 1997; Mangold e 
von Boletzky, 1973; Mangold, 1983). Alla schiusa è già possibile distinguere i due 
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sessi e, nei primi stadi planctonici e bentonici, la crescita degli organi riproduttivi è 
proporzionale alla crescita corporea in entrambi i sessi. I maschi raggiungono la 
maturità sessuale a dimensioni ed età inferiori rispetto alle femmine, circa 2-3 mesi 
prima. In uno studio di Cuccu et al. (2013) è stato stimato lo sviluppo riproduttivo 
di O. vulgaris. La taglia di maturità stimata nelle acque sarde per i maschi e per le 
femmine è rispettivamente 320g (70 mm Lunghezza Mantello, LM) e 520g (120 mm 
LM) (Cuccu et al. 2013). I maschi immaturi e in fase di maturazione si trovano nelle 
acque sarde da ottobre a gennaio e, generalmente sono reperibili tutto l’anno, 
mentre i maschi nello stadio spento si trovano ad agosto. Le femmine mature sono 
presenti esclusivamente da aprile ad agosto, mentre quelle immature si trovano da 
settembre a marzo e quelle in fase di maturazione da febbraio ad aprile. I maschi 
raggiungono la maturità sessuale prima delle femmine, tra i 170 e i 470 giorni d’età, 
le femmine maturano tra i 210 e i 390 giorni d’età.  
2.3 GESTIONE DELLA RISORSA 
Octopus vulgaris rappresenta un’importante risorsa di elevatissimo interesse 
commerciale per tutto il mondo della pesca. Le catture dagli anni ’50 sono cresciute 
vertiginosamente, anche grazie alle migliorate tecniche di pesca, il che ha portato ad 
un grande sfruttamento degli stock di questa specie. Secondo le statistiche della FAO 
nel 2012 sono state catturate 40453 tonnellate di polpi nel mondo (Figura 4). 
 
Figura 4.Catture mondiali della specie Octopus vulgaris durante gli anni dal 1950 al 2012 (dati FAO) 
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Nel bacino del Mediterraneo, questa specie costituisce un’importante frazione degli 
sbarchi commerciali di pescherecci da traino che operano sulla piattaforma 
continentale ed è inoltre soggetta ad intensa attività di piccola pesca con attrezzi 
quali nasse e/o trappole, svolta prevalentemente nel periodo primaverile estivo 
entro i 50 metri di profondità (Belcari et al. 2002). La selettività delle nasse verso 
questa specie è stata evidenziata in uno studio effettuato lungo il litorale pontino 
(Belluscio e Ardizzone 1990) e successivamente confermata nelle acque sarde, dove 
con tale attrezzo si è registrato un basso by-catch a carico di altre specie sempre 
commerciali (Cuccu et al. 1999). In Italia, secondo i dati del Ministero delle Politiche 
Alimentari, Agricole e Forestali, forniti tramite l’Istituto di Ricerche Economiche per 
la Pesca e l'Acquacoltura (IREPA), nel 2012 la produzione è stata complessivamente 
di 3010 tonnellate, delle quali 1260 rappresentate da catture effettuate in Sardegna, 
maggiore produttore tra le regioni italiane che svolgono questa attività. I dati 
statistici mostrano tuttavia continue fluttuazioni temporali degli sbarcati, 
particolarmente evidenti negli ultimi decenni, rientrando nel declino più generale di 
questa specie denunciato a livello globale (FAO 2013), come si può notare anche in 
Figura 4. Per contro sul mercato è aumenta la richiesta di questo prodotto che per 
le sue caratteristiche organolettiche si presta a diversi consumi e conservazioni. 
L’Italia è tra i maggiori consumatori ed importatori di Octopus vulgaris, assieme a 
Spagna e Giappone, mentre Marocco e Mauritania sono tra i maggiori esportatori di 
questa risorsa (FAO 2012). Inoltre per questa specie, come in generale per tutti i 
cefalopodi, l’apporto dell’acquacoltura è da considerarsi pressoché nullo, in quanto 
la ricerca sta ancora studiando tecniche e tecnologie per la riproduzione e 
l’allevamento di queste specie in cattività (FAO 2012). 
Nonostante l’importanza socio-economica del polpo comune, la sempre crescente 
richiesta del mercato e la sempre minore disponibilità data dal declino delle catture, 
a tutt’oggi a livello nazionale non esistono misure gestionali specifiche per questa 
specie. Più generalmente, per le catture del polpo comune riguardanti la pesca a 
strascico, vengono applicate le regolamentazioni previste dal regolamento. (CE) N. 
1967/2006 per il Mediterraneo, quali il fermo di pesca applicato in modi e tempi 
diversi a seconda della sub-area geografica (GSA) di appartenenza, e le introduzioni 
delle misure della maglia del sacco, da 40mm per la maglia quadra o da 50mm per 
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la maglia a losanga. Inoltre, essendo una specie abbondante nella fascia costiera, 
viene interessata dalle limitazioni per gli attrezzi trainati come il divieto di pesca 
imposto entro i 50m di profondità o entro 3 miglia nautiche di distanza dalla costa. 
La Sardegna è l’unica regione italiana che, in virtù del suo statuto speciale, ha 
istituito delle misure di regolamentazione della pesca al polpo stabilendo la taglia 
minima di cattura in 300 g e limitando il quantitativo di nasse utilizzabili in relazione 
al tonnellaggio delle imbarcazioni da pesca (Decreto regionale N°22 del 
17/07/2002). Inoltre è stato imposto per questa specie, seppur in maniera 
discontinua degli anni, un fermo di pesca con le nasse, variabile dai 30 ai 45 giorni, 
con un differente calendario a seconda dell’anno e del distretto marittimo. Tuttavia, 
in assenza di tali interruzioni alla pesca, alcuni operatori bloccano spontaneamente 
l’attività di prelievo quando nelle loro catture si concentrano individui giovani 
sottotaglia (<300g), preferendo convertire la loro attività con altre tipologie di pesca 
(Cuccu, comunicazione personale). 
Appare chiaro, in questo senso, che il futuro delle reclute sia strettamente legato alla 
coscienza e alla consapevolezza di ciascun operatore e come la cattura e la 
commercializzazione illegale di individui sottotaglia possa contribuire fortemente 
al declino di questa risorsa. Sulla base di queste considerazioni la “Conservatoria 
delle Coste” della Regione Sardegna e il Centro di Competenza sulla Biodiversità 
marina (Com.Bio.Ma.) dell’Università di Cagliari hanno attivato un’azione pilota 
denominata “Metodi innovativi per l’incremento di produzione del polpo comune 
Octopus vulgaris e per la valorizzazione della biodiversità costiera in un’area CAMP 
della Sardegna Occidentale” che ricade nel più ampio progetto GIRA “Gestione 
integrata delle Risorse Alieutiche” (Decreto regionale N°669/Dec.A/18 del 
01.04.2011). Si è trattato di una sperimentazione in un tratto di mare antistante la 
penisola del Sinis (Comune di San Vero Milis – Area CAMP Ovest) chiusa alla pesca 
da decreto, dove sono immessi giovani individui, selezionati dal pescato 
commerciale delle nasse, precedentemente marcati dopo il rilevamento dei 
principali parametri biometrici, con l’obiettivo di stimare nel tempo gli 
accrescimenti e gli eventuali spostamenti attraverso l’analisi delle ricatture e di 
stabilire, con un monitoraggio subacqueo periodico, l’efficacia dell’introduzione di 
tane artificiali atte al riparo di giovanili e/o adulti maturi durante il periodo di 
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deposizione e dello sviluppo embrionale. La continua azione di monitoraggio delle 
catture, sia all’interno dell’area sperimentale che nelle zone limitrofe nell’ambito 
della normale attività commerciale, è stata effettuata in sinergia con gli operatori 
della pesca, allo scopo di acquisire tutte le informazioni basilari per eventuali 
miglioramenti delle misure gestionali. 
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3.1 GENETICA DELLA PESCA 
La genetica della pesca (fishery genetics), cioè l'applicazione dei principi e dei metodi 
genetici alla biologia e alla gestione della pesca, è un campo in forte espansione, 
soprattutto per quello che riguarda nuovi studi volti ad approfondire alcuni aspetti 
sulle dinamiche di resilienza delle specie sfruttate commercialmente. Questa 
crescita è confermata dal proliferare, negli ultimi anni, di pubblicazioni scientifiche 
riguardanti questo campo della genetica. 
3.1.1 Identificazione delle specie. 
Punto primario della gestione della pesca è una corretta identificazione delle specie. 
Aspetti come la distribuzione della specie, la presenza di specie criptiche, il 
riconoscimento degli stadi larvali, l’identificazione di by-catch e la costruzione di 
modelli di reti trofiche negli ecosistemi possono essere svolti solo con alla base una 
corretta identificazione (Ovenden et al. 2013). 
L’analisi del DNA è uno strumento veloce, universale e altamente accurato per 
l’assegnazione di un individuo a una specie, può essere utilizzata per studiare la 
variabilità interspecifica e tra specie appartenenti allo stesso taxon, per identificare 
l’eventuale presenza di specie criptiche e analizzare correttamente le relazioni 
filogenetiche che intercorrono tra i vari taxa. La genetica è particolarmente utile in 
individui che mancano di caratteri morfologici distintivi per la classica 
identificazione tassonomica, ovvero se i caratteri morfologici sono definiti male, se 
non sono conosciuti caratteri morfologici diagnostici o se lo stato di conservazione 
preclude un’analisi morfologica (Ovenden et al. 2013). In particolare la presenza di 
specie criptiche rende la gestione degli stock molto impegnativa, tuttavia una volta 
che queste specie vengono riconosciute mediante lo strumento genetico, è possibile 
identificare dei caratteri morfologici diagnostici affidabili per la loro distinzione 
(Smith et al. 2011). 
Negli ultimi decenni, sono stati apportati notevoli progressi nel campo della biologia 
molecolare tramite lo sviluppo di metodi standardizzati, rapidi ed economici che 
hanno contribuito ad incrementare la scoperta di nuovi taxa fornendo evidenze 
dell’esistenza di nuove specie criptiche che la tassonomia morfologica non è stata in 
grado di rilevare. L’approccio utilizzato maggiormente per l’identificazione delle 
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specie è quello del DNA Barcoding, che consiste nell’utilizzo di una piccola sequenza 
di DNA (barcode) di una specie dubbia o sconosciuta, prelevata da una specifica 
parte del genoma, che viene comparata con un database di riferimento che contiene 
sequenze di specie conosciute. Una specie viene identificata quando la sua sequenza 
barcode combacia strettamente con una sequenza di riferimento (Hajibabaei et al. 
2007). Il DNA barcoding si basa sull’ utilizzo di uno standard globale per 
l’ottenimento delle sequenze e dalla scelta come regione barcode per gli animali di 
una particolare porzione di 650pb posta all’estremità 5’ del gene della subunità 1 
della Citocromo Ossidasi (COI) (Hebert et al. 2003). Questo permette una 
standardizzazione del processo di identificazione per avere un confronto più 
immediato e accurato possibile. Diversi studi hanno dimostrato l’efficacia del DNA 
barcoding in diversi taxon animali, mostrando che più del 95% delle specie possiede 
una sequenza barcode del gene COI unica (Hajibabaei et al. 2007 e referenze 
all'interno). 
Il più grande limite all’uso del DNA barcoding nella gestione della pesca è data 
dall’incompletezza dei database di riferimento, specialmente per le specie di 
invertebrati. Tuttavia, ogni regione genica, da DNA mitocondriale o nucleare, può 
essere usata per questa comparazione, con la condizione essenziale che ci siano 
sequenze di riferimento note per la comparazione del campione sconosciuto 
(Ovenden et al. 2013). 
Sono presenti in rete due database di riferimento principali per il confronto delle 
sequenze di specie animali: il primo è il Barcode of Life Database 
(www.boldsystem.org), raccolta di sequenze del “International Barcode of Life 
Project” (iBOL - www.ibol.org) quindi basate su sequenze del gene COI depositate 
secondo metodiche standardizzate; altro database di riferimento è GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) che raccoglie al suo interno tutti i tipi di sequenze 
nucleotidiche pubbliche. 
L’uso del DNA per l’identificazione delle specie è un campo in grande espansione, e 
un numero sempre maggiore di progetti aderiscono all’iBOL al fine di garantire una 
sempre maggiore copertura di specie e una sempre maggiore affidabilità delle 
sequenze dei database di riferimento, per dare un contributo concreto alla scoperta 
di specie criptiche e alla loro tassonomia. Con questo non si intende la promozione 
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del metodo molecolare come unico strumento di descrizione tassonomica delle 
specie, ma considerando il DNA come parte di una gamma di strumenti tassonomici 
supplementari (Moritz e Cicero 2004, Naylor et al. 2012). 
3.1.2 Identificazione degli stock 
L’identificazione degli stock biologici, intesi come unità fondamentali delle 
popolazioni è un altro concetto centrale nella gestione delle risorse marine 
(Ovenden et al. 2013). La biologia della pesca definisce solitamente gli stock come 
gruppi di individui di una specie connessi demograficamente (Carvalho e Hauser 
1995). Gli stock però possono essere definiti anche in termini genetici; l’analisi del 
DNA può essere utilizzata per affrontare lo sfruttamento degli organismi marini, 
mediante la comprensione della strutturazione della popolazione, l'identificazione 
degli stock, i limiti per la loro conservazione (Thorpe et al. 2000). Lo sfruttamento 
delle popolazioni marine ha aumentato la consapevolezza del legame tra la 
pressione di pesca e l’erosione del pool genico. Alti livelli di sovrasfruttamento non 
solo riducono le dimensioni di una popolazione ma anche la diversità genetica e la 
connettività tra popolazioni delle specie target (Tufto e Hindar 2003). Il livello di 
diversità genetica è misurato facilmente con i marcatori genetici e in genere la 
presenza di differenziazione genetica tra campioni spazialmente o temporalmente 
separati suggerisce l’esistenza di diversi livelli di indipendenza demografica e la 
presenza di stock separati (Waples 1998, Waples e Gaggiotti 2006). 
Figura 5. Diagramma concettuale che mostra l’influenza dei principali fattori (connettività, dimensione della 
popolazione e storia demografica) sul valore di differenziazione in popolazioni non in equilibrio. Le frecce indicano 
interazione positiva (in nero) o negativa (in grigio) sul grado di differenziazione. (da Hauser e Carvalho 2008) 
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In generale, tre fattori influenzano i livelli di differenziamento genetico (misurato 
dall’indice di fissazione FST): il grado di connettività delle popolazioni, la loro storia 
evolutiva e la dimensione effettiva delle popolazioni (Hauser e Carvalho 2008). Il 
diagramma concettuale illustrato in Figura 5 mostra l’influenza di questi fattori 
(connettività, storia e dimensione) sui livelli di differenziazione genetica in 
popolazioni non in equilibrio. 
Le frecce grigie mostrano una relazione negativa, cioè il fattore riduce la 
differenziazione esistente, le frecce nere denotano invece relazioni che 
presumibilmente promuovono la differenziazione. Valori di differenziazione più 
bassi (frecce grigie in figura) sono in relazione con un alto grado di connettività 
(migrazione), popolazioni di grandi dimensioni, e popolazioni che stanno 
sperimentando una espansione del proprio areale di distribuzione. Al contrario, alti 
livelli di differenziazione sono imputabili alla presenza di bassi valori di migranti, 
popolazioni piccole e che hanno subito una drastica riduzione (Hauser e Carvalho 
2008). 
In generale, la strutturazione delle popolazioni in ambiente marino e il relativo tasso 
di differenziazione (FST) è inferiore rispetto a quello misurato per specie d’acqua 
dolce, e nettamente inferiore agli organismi terrestri (Ward 2000, Hauser e 
Carvalho 2008). In mare, infatti, molte specie possiedono stadi larvali planctonici, 
con grandi capacità di dispersione passiva con le correnti e questo assicura un 
elevato flusso genico e, di conseguenza, una scarsa o assente differenziazione genica 
(Crandall et al. 2010). Inoltre, un notevole rimescolamento del pool genico negli 
organismi marini avviene spesso durante la fase adulta grazie al movimento attivo 
degli individui, talvolta su lunghissime distanze. Infine, molte specie marine sono 
caratterizzate da popolazioni di grandi dimensioni, altro fattore che riduce il 
differenziamento. Tuttavia, l’uso di markers molecolari sempre più efficienti ha 
permesso di confutare l’idea classica secondo la quale le specie ittiche siano 
invariabilmente caratterizzate da una condizione di omogeneità genetica 
(panmissia) delle loro popolazioni (Ward et al. 1994). La dispersione larvale non è 
sempre così agevole; e sono spesso presenti vari fattori tra i quali la presenza di 
barriere oceanografiche, una ritenzione larvale localizzata data da particolari 
sistemi di correnti o la frammentazione sempre più accentuata degli habitat, che 
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limitano il flusso genico e determinano un grado variabile di separazione delle 
popolazioni (Boulay et al. 2009). Di particolare importanza è quindi una 
misurazione dell’effettiva dispersione, che, soprattutto per le larve, mostra una 
grande difficoltà nell’utilizzo di metodi diretti di monitoraggio, rendendo il ricorso 
alle tecniche genetiche (per quanto indirette) quasi imprescindibile. Recenti studi 
hanno indicato, inoltre, che le dimensioni censite (N) e le dimensioni effettive (Ne) 
delle popolazioni marine non coincidono e, soprattutto per le specie caratterizzate 
da un’elevata fecondità ed elevata mortalità larvale, spesso i valori effettivi possono 
essere da 2-6 volte inferiori rispetto alle dimensioni delle popolazioni censite, 
suggerendo l’esistenza di dinamiche di reclutamento più complesse di quanto fosse 
assunto inizialmente. Queste informazioni provenienti da dati genetici hanno 
profonde implicazioni sia sulla conoscenza della demografia delle specie marine sia 
per quanto riguarda la loro gestione e conservazione(Hauser e Carvalho 2008). 
La genetica molecolare applicata alla pesca ha portato ad un cambio importante 
nella nostra comprensione dell’ecologia marina, offrendo approcci nuovi 
all'investigazione di dinamica demografica ed evolutiva delle popolazioni selvatiche 
(Hauser e Carvalho 2008). La conoscenza della struttura genetica delle specie 
potenzialmente offre dati importanti per formulare programmi di gestione efficaci 
(Utter 1991, Pierce e Guerra 1994) e i marcatori genetici sono in grado di mettere 
in evidenza la composizione e la separazione tra gli stock e quindi migliorare le 
strategie di gestione per una pesca maggiormente sostenibile (Murphy et al. 2002, 
Cabranes et al. 2008).   
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3.2 MARCATORI GENETICI 
I marcatori genetici sono i principali strumenti per studiare la variabilità genetica a 
livello di specie, tra le specie, all’interno delle popolazioni e tra le popolazioni. Essi 
rappresentano una qualsiasi caratteristica morfologica, biochimica o molecolare che 
venga ereditata attraverso le generazioni, in modo da poter essere monitorata nel 
tempo (Booke 1999). In questo studio sono stati utilizzati marcatori genetici di tipo 
molecolare, che si basano sulla rilevazione di differenze nella sequenza nucleotidica 
del DNA, dovute ad inserzioni, delezioni, traslocazioni, duplicazioni, mutazioni 
puntiformi. Questi differiscono nel tipo e nel grado di variabilità, nella facilità di 
impiego e, nei costi di sviluppo e applicazione (Ouborg et al. 1999). 
Tra le numerose caratteristiche che differenziano un marcatore molecolare 
dall’altro è opportuno evidenziarne tre in particolare: 
1. dominanza/codominanza; 
2. criterio di ereditarietà; 
3. ricombinazione. 
I marcatori dominanti (es. RAPD, AFLP) sono quelli in cui un allele è dominante 
sull’altro ed il profilo dell’eterozigote è essenzialmente indistinguibile da quello 
dell’omozigote dominante, per questo motivo consentono di classificare solo due 
fenotipi, dominante o recessivo. I marcatori codominanti (RFLP, allozimi, 
microsatelliti) invece, sono quelli il cui profilo omozigote può essere distinto dai 
profili degli eterozigoti permettendo una facile stima delle frequenze alleliche in una 
popolazione. I marcatori differiscono nel loro criterio di ereditarietà: il DNA 
nucleare è ereditato da entrambi i genitori, mentre il DNA degli organelli ha più 
spesso un’eredità uniparentale. Inoltre, il DNA nucleare è soggetto a ricombinazione 
durante il processo di riproduzione sessuale, il DNA degli organelli in genere no. 
Il grado di variazione che un marcatore deve avere per essere utilizzabile dipende 
dalla domanda specifica alla quale si vuole rispondere ed anche dal tipo di 
popolazioni e di organismi che si intende studiare. In particolare, per questo lavoro 
di tesi sono stati presi in considerazione due diversi tipi di marcatori: 
 nucleari, costituiti da 6 loci microsatelliti neutrali disegnati da Greatorex et 
al. (2000); 
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 mitocondriali, corrispondenti ad una porzione dei geni Citocromo Ossidasi 
I (COI) e Citocromo Ossidasi III (COIII). 
3.2.1 Marcatori nucleari 
Il DNA nucleare degli animali è un genoma diploide che viene trasmesso seguendo 
una segregazione mendeliana ed è quindi soggetto a ricombinazione. Tra i possibili 
marcatori molecolari si è scelto di adoperare i microsatelliti nucleari neutrali, noti 
anche come STRs (Short Tandem Repeats) o SSRs (Simple Sequences Repeats), sia 
perché risultano più informativi negli studi di struttura e dinamica di popolazione 
(Zhang e Hewitt 2003), sia per la presenza di lavori già pubblicati sulla specie 
Octopus vulgaris con cui poter confrontare i futuri risultati. 
I microsatelliti sono essenzialmente sequenze genomiche contenenti un modulo di 
2-5 nucleotidi ripetuto per decine di volte, fino ad una lunghezza massima della 
successione di 200 bp (Rassman et al. 1991). Sono distribuiti nel genoma di tutti gli 
eucarioti, con grande prevalenza nelle regioni non codificanti e presentano un alto 
grado di polimorfismo di lunghezza. Infatti, per un singolo locus microsatellite, è 
possibile individuare polimorfismi di lunghezza tra i diversi alleli, dovuti a 
differenze nel numero di ripetizioni del modulo interno. 
In base alla loro composizione, i microsatelliti si distinguono in perfetti, composti ed 
interrotti (Jarne e Lagoda 1996). I microsatelliti perfetti sono quelli costituiti 
esclusivamente da un solo tipo di modulo ripetuto, quelli composti sono costituiti 
da due o più tipi di moduli ripetuti, mentre quelli interrotti contengono tra un 
modulo ripetuto e l’altro una o più basi che interrompono la continuità (Figura 6). 
 
Figura 6. Rappresentazione schematica di un locus microsatellite. In tabella: diverse tipologie di microsatelliti 
Questi marcatori nucleari sono ipervaribili: sono stati identificati fino a 50 alleli per 
un singolo locus, l’eterozigosità media è del 50% con picchi che per alcuni loci 
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raggiungono un’eterozigosità del 100%. Il grado elevato di variabilità dipende da un 
tasso di mutazione molto alto, fino a 10-2 eventi mutazionali per generazione (Amos 
et al. 1996), con un valore di retromutazione altrettanto consistente che può 
permettere il ritorno all’allele di partenza in poche generazioni. L’elevato 
polimorfismo fa di questi marcatori nucleari un potente mezzo di indagine nelle 
analisi di variabilità intraspecifica su scala micro-geografica. Inoltre i microsatelliti 
possono venire impiegati per studiare il differenziamento genetico anche tra specie 
filogeneticamente vicine, poiché le regioni fiancheggianti i repeats tendono ad 
essere assai più conservate (Goldstein et al. 1995). 
I limiti nell’utilizzo di questo marcatore sono dati dalla sottostima del reale livello 
di divergenza tra popolazioni dovuta a due fenomeni principali: 
 l’omoplasia, ossia la condizione di uguaglianza nella tipologia e nel numero 
di repeats microsatelliti tra due alleli che hanno diversa discendenza ma che 
non sono distinguibili elettroforeticamente; 
 la presenza di alleli nulli, ovvero una mancata amplificazione del locus dovuta 
ad una mutazione che impedisce l’appaiamento dei primers. Ne risulta una 
sottostima del reale numero di omozigoti per l’allele nullo (che non verranno 
amplificati) e degli eterozigoti (che daranno un profilo omozigote). 
3.2.2 Marcatori mitocondriali 
Il DNA mitocondriale (mtDNA) è una molecola di DNA extranucleare, di dimensioni 
comprese tra 15 e i 20 Kb, circolare, a doppio filamento, superavvolto circa 100 volte 
e non complessato con proteine (come avviene nei procarioti). Nel mitocondrio esso 
è localizzato nei nucleoidi, strettamente associato alla membrana mitocondriale 
interna ed è caratterizzato da: 
 Geni presenti in singola copia 
 Eredità non mendeliana uniparentale matrilineare 
In genere ogni individuo possiede un solo tipo di DNA mitocondriale in tutte le 
cellule (omoplasia) e in ogni cellula ci sono molte copie di mtDNA identiche, una per 
ogni mitocondrio, anche se esistono casi particolari in cui nello stesso individuo 
possono coesistere due o tre genomi mitocondriali diversi (organismi 
eteroplasmici). L’eteroplasmia può avere origine da mutazioni, può dipendere dal 
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pool di mitocondri presenti nella cellula uovo (Moritz et al. 1987) o ancora può 
essere una condizione di tipo biparentale (Zouros et al. 1992). 
Il genoma mitocondriale (Figura 7) è composto da regioni codificanti prive di introni 
con rare sequenze ripetute, contengono le informazioni per 37 geni: 
 22 geni codificanti tRNA (in viola) 
 2 geni codificanti per rRNA (12s e 16s; in blu)  
 13 geni codificanti proteine strutturali della membrana mitocondriale 
interna e proteine della fosforilazione ossidativa (in verde), in particolare i 
geni che codificano per 7 subunità della NADH Deidrogenasi, per 3 subunità 
della Citocromo c Ossidasi, per 3 subunità dell’ATP Sintetasi e per il 
Citocromo b 
 Una regione non codificante che rappresenta il sito di inizio e di regolazione 
della replicazione e della trascrizione detta regione di controllo o D-loop. 
Il genoma mitocondriale è meno esteso di quello nucleare ma possiede più copie per 
cellula, quindi ci si potrebbe aspettare che una mutazione insorta in una singola 
molecola abbia scarsa possibilità di essere fissata e che quindi il tasso di mutazione 
sia basso. Tuttavia il tasso di mutazione dei nucleotidi del DNA nucleare è di circa 
10-8/10-9 per base, mentre il tasso a livello del DNA mitocondriale risulta da 5 a 10 
volte maggiore (Frankham et al. 2006) e può essere perciò considerato un hot-spot 
per le mutazioni. Il motivo per il quale il mtDNA è soggetto maggiormente a 
Figura 7. Rappresentazione 
grafica del DNA mitocondriale 
completo di Octopus vulgaris 
(sequenza ottenuta da Yokobori 
et al. (2004) - codice di accesso 
GenBank AB158363). La figura 
mostra i geni codificanti per 
tRNA (in viola), rRNA (in blu), 
proteine (in verde). In grassetto 
sono evidenziati COI e COIII, geni 
codificanti rispettivamente le 
subunità 1 e 3 della Citocromo 
Ossidasi, studiati in questo 
lavoro. 
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mutazioni rispetto al DNA nucleare è che esso è maggiormente esposto all’azione di 
agenti mutageni, in quanto il mitocondrio rappresenta la sede della fosforilazione 
ossidativa e di conseguenza il suo DNA entra in contattato con le forme reattive 
dell’ossigeno che si producono durante alcune reazioni (Avise 2000). Nonostante 
l’esposizione diretta ai contaminanti, possiede limitate capacità di riparazione 
rispetto a quello nucleare (la DNA polimerasi mitocondriale non possiede attività 
esonucleasica 3'-5') e, a differenza di quest’ultimo, è soggetto a molti più cicli di 
replicazione, di conseguenza ha una maggiore probabilità di accumulare errori 
dovuti all’inserzione di basi non corrette durante i processi replicativi. Per questi 
motivi si riscontra per il mtDNA un’evoluzione veloce e un tasso di divergenza tra 
sequenze del 2-4% per milione di anni (Cann et al. 1987). In genere le regioni 
codificanti risultano maggiormente conservate rispetto a quelle non codificanti e 
questo permette di usare il mtDNA per l’analisi della diversità genetica a livello intra 
ed interspecifico (Procaccini e Maltagliati 2004). Questo tipo di acido nucleico, 
inoltre, è facile da purificare e semplice da sequenziare, il suo utilizzo è molto diffuso 
in quanto ha ridotte dimensioni, un alto numero di copie per cellula ed è 
universalmente distribuito in tutto il regno animale. I limiti nell’uso di questo 
marcatore sono dovuti all’eteroplasmia o alla presenza di NUMTs, inserzioni di geni 
mitocondriali all’interno del genoma nucleare (Zhang e Hewitt 2003). La presenza 
di questi pseudogeni nucleari e quindi la loro amplificazione può alterare i risultati 
portando a conclusioni errate negli studi di genetica. 
In grassetto in Figura 7 sono stati messi in evidenza i due geni del mtDNA oggetto di 
questo studio, codificanti rispettivamente per la subuntà 1 della Citocromo c 
Ossidasi (COI) e la subunità 3 della stessa proteina (COIII). 
La subunità 1 della Citocromo c Ossidasi (COI) è una proteina transmembrana che 
gioca un ruolo fondamentale nella fosforilazione ossidativa, per questo mostra un 
alto grado di conservazione tra le specie; in tale regione inserzioni e delezioni sono 
rare. In generale la variazione intraspecifica della COI è minore rispetto a quella 
interspecifica e tale caratteristica fornisce la chiave che permette la differenziazione 
delle specie. Dato il suo livello di variabilità e la facilità con cui questo gene può 
essere amplificato, utilizzando primers universali, può essere usato agevolmente 
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negli studi relativi filogenetici e di genetica di popolazione, anche di specie marine 
(Folmer et al. 1994, Jollivet et al. 2009). La scelta di questo particolare marcatore è 
data dall’abbondanza di sequenze di riferimento nei database in quanto regione 
scelta come standard per il DNA barcoding e al suo utilizzo negli studi su Octopus 
vulgaris, con cui è stato possibile confrontare i risultati. 
La subunità 3 della Citocromo c Ossidasi (COIII), è stata scelta per un confronto dei 
risultati con un maggior numero di lavori scientifici, in quanto è stata utilizzata in 
diversi studi di filogenesi a carico di Octopus vulgaris e si è dimostrata un valido 
strumento per la comprensione della tassonomia della specie (Soller et al. 2000, 
Warnke et al. 2004, Guzik et al. 2005, Guerra et al. 2010, Fadhlaoui-Zid et al. 2012). 
3.3 GENETICA DI OCTOPUS VULGARIS 
Numerosi sono gli studi di genetica molecolare che riguardano il polpo comune 
Octopus vulgaris, data la sua importanza come risorsa economica che contribuiscono 
ad una maggiore comprensione delle dinamiche che riguardano la specie per una 
sua corretta gestione. Le pubblicazioni riguardano principalmente i due aspetti 
affrontati anche in questo lavoro di tesi: l’identificazione degli stock e della diversità 
genetica intraspecifica per una corretta identificazione delle unità gestionali e il 
chiarimento della posizione tassonomica della specie e delle relazioni con le altre 
specie di octopodi affini. 
Tra i primi a studiare la variabilità genetica su O. vulgaris ci sono i lavori di 
Maltagliati et al. (2002) e Casu et al. (2002) che hanno indagato la struttura genetica 
di questa specie in Mediterraneo, rispettivamente mediante l’analisi di 20 allozimi e 
un locus microsatellite. Entrambi gli studi riscontrano un alto tasso di diversità tra i 
campioni (FST=0.256±0.159, P<0.001; FST=0.243±0.033, P<0.001), che divergono 
chiaramente quando si confronta il bacino orientale rispetto a quello occidentale, 
tuttavia, i risultati non mostrano una correlazione tra distanza genetica e geografica. 
Murphy et al. (2002) ha riscontrato, mediante uso di microsatelliti, valori di FST bassi 
ma significativi (FST=0.0095, P=0.005) tra popolazioni provenienti dalle coste del 
Sahara occidentale e della Mauritania (Africa Nord-occidentale). 
Altro studio riguardante gli SSRs è stato fatto da Cabranes et al. (2008), analizzando 
la diversità genetica di campioni provenienti dalla Penisola Iberica e dalle Isole 
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Canarie. I campioni provenienti da Atlantico e Mediterraneo hanno mostrato una 
significativa differenziazione, eccetto per i campioni con una distanza inferiore ai 
200 km. Inoltre, Moreira et al. (2011) hanno evidenziato la presenza di 
differenziazione genetica (ΦST=0.107, P<0.05) attraverso l’uso di microsatelliti in 
campioni pescati nella parte meridionale della costa del Brasile. Gli undici siti di 
pesca analizzati hanno clusterizzato in 4 principali gruppi, tuttavia anche in questo 
studio non è stata messa in evidenza una correlazione tra distanze genetiche e 
distanze geografiche. 
In tutti gli studi elencati i marcatori microsatelliti hanno dimostrato un alto grado di 
polimorfismo e di variabilità genetica, confermando su piccola scala geografica, un 
ottimo potere risolutivo nello studio della struttura genetica e delle relazioni tra 
popolazioni strettamente legate, come evidenziato in precedenti studi sui cefalopodi 
(es. Shaw 2002; Perez-Losada et al. 2002). La grande variabilità genica dei 
microsatelliti è stata utilizzata anche per caratterizzare il modello di paternità di 
alcuni cefalopodi (Shaw e Boyle 1997, Shaw e Sauer 2004, Iwata et al. 2005). In 
particolare, Quinteiro et al. (2011) ha studiato questo aspetto in O. vulgaris, 
analizzando, con 2 loci microsatelliti, quattro femmine e i rispettivi clutches di uova, 
supportando con i suoi dati l’ipotesi della presenza di multipaternità nel polpo 
comune. Questo aspetto va preso in considerazione per una gestione adeguata della 
specie, in quanto influenza la stima delle dimensioni reali della popolazione (Ne) 
calcolata mediante l’approccio genetico (Sugg e Chesser 1994, Karl 2008). 
Tra gli studi di genetica che hanno cercato di fare luce sulla posizione sistematica di 
Octopus vulgaris, molti autori hanno ipotizzato che il taxon abbia al suo interno la 
presenza di specie criptiche e sia in realtà formato da un complesso di specie (O. 
vulgaris species-complex). Tra i primi che hanno indagato sul genere Octopus 
troviamo Warnke et al. (2000), che usando la tecnica del RAPD (Random 
Amplification of Polymorphic DNA), hanno dimostrato che Octopus mimus è una 
specie distinta da Octopus vulgaris, condizione già ipotizzata da Gould (1852) e 
Cortez (1995). Alla stessa conclusione è arrivato lo studio di Soller et al. (2000), che 
attraverso l’analisi del gene mitocondriale COIII ha distinto le due specie 
(divergenza nucleotidica 12,7%), ipotizzando la presenza anche di altre specie 
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criptiche tra i polpi definiti O. vulgaris-like. I campioni di O. vulgaris presi come 
riferimento (Francia mediterranea) sono risultati affini ai campioni del Brasile 
meridionale, e si distaccano da O. mimus (Cile e Costa Rica, oceano Pacifico), oltre 
che da O. bimaculatus/O. bimaculoides (Stati Uniti, oceano Pacifico), e dal gruppo 
delle specie di Octopus del Nord Pacifico (O. rubescens, O. californicus, O. dofleini). 
Ancora Warnke et al. (2004) hanno indagato sulle relazioni filogenetiche della 
specie mediante i marcatori mitocondriali 16S e COIII, e confermato l’utilità di 
entrambi i marcatori allo scopo, sebbene il 16S abbia mostrato un livello inferiore 
di variabilità rispetto alle sequenze di COIII. I marcatori hanno evidenziato una 
percentuale bassa di differenze nucleotidiche (0-3.9%), e le relazioni filogenetiche, 
analizzate in questo studio utilizzando un allineamento delle sequenze dei due 
marcatori combinate, hanno permesso la costruzione di tre alberi filogenetici 
(Neighbor joining, Maximum parsimony, Maximum likelihood) che presentano la 
stessa topologia e identificano tutti i campioni di O. vulgaris come un cluster 
monofiletico (supportato da un bootstrap del 100%) che si distacca geneticamente 
dai campioni di O. mimus e O. bimaculoides e mette in evidenza la presenza di una 
specie criptica proveniente dalle acque del Brasile settentrionale. Questo suggerisce 
la presenza della specie O. vulgaris oltre che in Mediterraneo (Francia), 
nell’Atlantico sia orientale (Senegal, Lanzarote, Sudafrica, Tristan da Cunha) che 
occidentale (Brasile meridionale), come pure nelle acque di Giappone e Taiwan, in 
accordo con i precedenti lavori. 
Oosthuizen et al. (2004) hanno svolto uno studio su Octopus vulgaris lungo le coste 
del Sud Africa, basandosi sulla regione del gene COIII del DNA mitocondriale. Non è 
stata trovata differenziazione tra le popolazioni di O. vulgaris ad est e ad ovest del 
Capo di Buona Speranza, e dal confronto delle sequenze depositate dei precedenti 
lavori con l’unico aplotipo trovato in Sud Africa, è risultata una stretta correlazione 
con gli aplotipi di Senegal e Mediterraneo mentre sono risultati leggermente più 
divergenti gli individui provenienti da Taiwan e Venezuela, tuttavia appartenenti 
allo stesso taxon. Qualche anno più tardi, Teske et al. (2007) hanno indagato 
ulteriormente sulla struttura filogenetica delle stesse popolazioni, con l’aggiunta di 
campioni dalla Spagna (Atlantico e Mediterraneo) dal Senegal, da Tristan da Cuhna 
e dalla costa est del Sud Africa, utilizzando questa volta COI e il 16S, e scoprendo, 
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nella baia di Durban (Sud Africa orientale), due linee filetiche distinte, avanzando 
l’ipotesi che la nuova variante aplotipica possa essere stata introdotta tramite le 
acque di zavorra delle imbarcazioni commerciali, data la vicinanza del porto 
internazionale di questa regione. 
Altro studio importante sulla filogenesi, questa volta comprendente tutta la 
sottofamiglia Octopodinae è quello di Guzik et al. (2005), che utilizza per lo scopo le 
sequenze aminoacidiche di due geni mitocondriali (COIII e Citocromo b) e uno 
nucleare (EF-1α). Per quanto riguarda in particolare il genere Octopus, i risultati 
evidenziano che il taxon risulta polifiletico, contenente cladi distinti e divergenti e 
sarebbe necessaria una revisione che dovrebbe suddividere il genere Octopus in altri 
differenti generi. Le specie appartenenti al gruppo relativo a O. vulgaris, inteso come 
raggruppamento delle specie muscolari e fisicamente robuste (Robson 1929), 
risultano essere un gruppo monofiletico e, essendo O. vulgaris descritta come la 
specie tipo del genere, gli autori suggeriscono siano prese come vero riferimento 
per il genere Octopus sensu scricto. 
La presenza di specie criptiche tra le specie appartenenti all’O. vulgaris complex, già 
riscontrata nei lavori precedenti, ha portato alla descrizione della nuova specie O. 
insularis (Leite e Haimovici, 2008), riportata nel lavoro di Leite et al. (2008). La 
specie è stata caratterizzata sia morfologicamente che geneticamente mediante 
l’utilizzo del marcatore mitocondriale 16S, da individui provenienti dalle coste del 
Brasile settentrionale e dagli arcipelaghi delle stesse acque e differisce nel confronto 
con i campioni dalla specie O. vulgaris provenienti da Francia, Venezuela e Brasile 
meridionale e dalla specie O. mimus del Cile settentrionale. 
Tra i lavori più recenti, Guerra et al. (2010), hanno evidenziato la presenza di O. 
vulgaris sensu stricto nelle Isole Amsterdam e Saint Paul (Oceano Indiano 
meridionale). I campioni sono stati analizzati sia morfologicamente che 
geneticamente con i geni COI e COIII, che si sono confermati geni utili alla 
comprensione delle relazioni filogenetiche tra specie vicine ed è stato possibile così 
includere nell’areale di distribuzione del polpo le isole dell’Oceano Indiano 
meridionale. Lo studio è inoltre in accordo con i lavori di Warnke et al. (2004), 
definendo O. vulgaris sensu stricto come un clade monofiletico e di Guzik et al. 
(2005), che descrive il genere Octopus come polifiletico, con la presenza di diversi 
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cladi al suo interno, e suggerisce una revisione della sottofamiglia Octopodinae. In 
questo campo indaga lo studio effettuato da Kaneko et al. (2011) sui polpi del 
Giappone e in acque limitrofe utilizzando geni mitocondriali (COI e COIII), con 
particolare interesse all’applicazione del DNA barcoding per l’identificazione delle 
specie all’interno del genere Octopus. Le sequenze ottenute sono state confrontate 
con le sequenze presenti in Genbank per Octopus vulgaris provenienti dalle coste 
mediterranee della Francia, scelte come riferimento per la specie. I risultati hanno 
indicato un valore di distanza intraspecifica per le sequenze di COI compreso tra 0 e 
0,07, mentre una differenza tra specie con valori di 0,04-0,51; il confronto tra 
campioni giapponesi e mediterranei ha mostrato una bassa distanza genetica (0,02), 
confermando la presenza della specie nelle acque del Pacifico. Un ulteriore 
contributo allo studio della tassonomia del genere Octopus è stato dato dal lavoro di 
Acosta-Jofré et al. (2012), in cui si sono indagate, mediante un approccio bayesiano, 
le relazioni filogenetiche tra le sequenze di COIII, pubblicate su GenBank, con 
l’inserimento di alcune sequenze di O. mimus (Cile e Perù) e O. tehuelchus 
(Argentina). In particolare gli individui appartenenti a O. vulgaris sono stati inclusi 
in due differenti cladi ben supportati, con la specie O. insularis risultata come sister 
group, confermando i risultati di Leite et al. (2008) con il marcatore 16S riguardo la 
nuova specie. I due gruppi si dividono in O. vulgaris sensu stricto, in cui è presente 
anche la specie australiana O. tetricus, e O. vulgaris proveniente da Costa Rica e 
Caraibi, che si avvicinano geneticamente agli individui di O. mimus e O. oculifer 
provenienti dalla Isole Galapagos. Le distanze tra i due gruppi di O. vulgaris rinvenuti 
si attesterebbe intorno all’11%, facendo supporre la presenza di una linea genetica 
separata da O. vulgaris sensu stricto, confermando i valori ottenuti da Jassoud (2010) 
che ha riscontrato la stessa divergenza utilizzando il marcatore COI. 
Per quanto riguarda il bacino Mediterraneo Keskin e Atar (2011) hanno studiato la 
divergenza nucleotidica di Octopus vulgaris nel bacino orientale del Mediterraneo 
con l’utilizzo del gene mitocondriale COI. Nel lavoro viene evidenziata una 
strutturazione genetica tra le popolazioni delle diverse aree geografiche lungo la 
costa turca, mostrando una differenza nucleotidica che va da un minimo dello 0,2 ad 
un massimo dello 3,9%, con un incremento in relazione con la distanza geografica. 
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Fadhlaoui-Zid et al. (2012) hanno indagato invece la strutturazione di popolazione 
della specie nel Mediterraneo centrale, utilizzando la subunità 3 del gene Citocromo 
Ossidasi, confrontando le sequenze ottenute con gli aplotipi relativi depositati. Le 
sequenze hanno evidenziato la presenza di otto aplotipi, di cui due principali 
presenti in tutte le popolazioni analizzate, tuttavia la divergenza genetica 
complessiva (ΦST=0.05, P<0,05) indica una strutturazione significativa nell'area di 
studio e l'AMOVA ha mostrato una significativa differenziazione tra i bacini 
occidentale e orientale del Mediterraneo (ΦCT=0,094, P<0,05). 
I risultati delle analisi filogenetiche, anche in questo lavoro, hanno dimostrato che 
O. vulgaris del Mediterraneo centrale è geneticamente legato ad altri conspecifici 
provenienti da altre regioni (Mar Mediterraneo, Francia, Senegal, Tristan da Cunha, 
e Sud Africa), mentre la specie O. tetricus, proveniente delle acque australiane è 
risultata all'interno del clade O. vulgaris. L’ipotesi degli autori è che O. tetricus non 
sia una specie valida, ma faccia parte in realtà del gruppo O. vulgaris, tuttavia, si 
rendono necessari studi più approfonditi al fine di convalidare questa sinonimia.
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4.1 CAMPIONAMENTO 
I campioni utilizzati per questo lavoro provengono da campionamenti effettuati 
durante le campagne sperimentali di pesca a strascico MEDITS svolte tra gli anni 
2009-2012. Sono stati campionati individui provenienti da 7 zone (CFE, SIN, CSA, 
ALG, SUP, TEU, GOL) lungo le coste della Sardegna (Figura 8 e Tabella 2).  
Località Codice Coordinate 
Capo Ferrato CFE 39°12'34"N   9°36'30"E 
Siniscola SIN 40°27'08"N   9°50'38"E 
Castelsardo CSA 40°53'07"N   8°28'21"E 
Alghero ALG 40°40'11"N   8°10'17"E 
Su Pallosu SUP 40°05'40"N   8°23'50"E 
Teulada TEU 38°54'20"N   8°58'44"E 
Golfo di Cagliari GOL 39°05'42"N   9°08'07"E 
Per tutti i campioni di Octopus vulgaris analizzati sono stati presi i principali 
parametri biometrici (Lunghezza Mantello, Peso, Sesso, Stadio) ed è stato prelevato 
un frammento di braccio o di mantello per le successive analisi molecolari. Tutti gli 
individui sono stati campionati direttamente in barca quando possibile o all’arrivo 
del pescato da analizzare in laboratorio; in qualunque caso da campioni non 
Figura 8. Indicazione dei 7 siti di campionamento 
lungo le coste della Sardegna 
Tabella 2. Località, coordinate geografiche e numero di sequenze per i siti di campionamento. 
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precedentemente congelati. Il campione prelevato è stato conservato in cryovials 
con all’interno alcool etilico assoluto e mantenuto in freezer alla temperatura di -
20°C fino al momento dell’estrazione del DNA. 
4.2 ESTRAZIONE DEL DNA 
Per la realizzazione di questo lavoro si è proceduto per prima cosa con la valutazione 
del metodo migliore per l’estrazione del DNA dal tessuto (braccio o mantello). Si è 
valutata la porzione di tessuto da esaminare e il protocollo di estrazione Salting-out 
(Miller et al. 1988) è stato confrontato con la metodica con la resina Chelex 100 
(Walsh et al. 1991), entrambi leggermente modificati. 
Il Salting-out è un metodo semplice rapido ed economico che permette la 
separazione del DNA dalle proteine attraverso la disidratazione e la precipitazione 
di queste ultime grazie ad una soluzione satura di NaCl (circa 6M). Il muscolo è stato 
sminuzzato accuratamente e immerso in una soluzione di lisi (EDTA 0,1M e TRIS 
0,05M), SDS (sodio dodecilsolfato) al 10% e K-proteinasi (20mg/ml), che provoca la 
lisi delle membrane cellulari e degrada le proteine; inoltre inibisce le nucleasi 
endogene che potrebbero danneggiare il DNA. Il trattamento con enzimi proteolitici 
e detergenti, seguito dal trattamento con soluzione satura di sali (NaCl >5M), fa 
precipitare le proteine lasciando l’acido nucleico in soluzione acquosa. Il DNA in 
soluzione è stato concentrato per precipitazione aggiungendo alcool isopropilico e 
pulito dai residui proteici attraverso lavaggi in etanolo al 70%. Eliminato l’eccesso 
di alcool i campioni sono stati idratati con acqua sterile e conservati in freezer a -
20°C.  
Questa metodica è stata applicata a campioni prima e dopo la rimozione dello strato 
cutaneo sovrastante, per valutare che la resa dell’estrazione e della successiva 
amplificazione non venisse influenzata dalla presenza della pelle. 
La resina Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories) è un copolimero di stirene‐
divinilbenzene caratterizzato dalla presenza di ioni a carica negativa, che agiscono 
da chelanti di ioni metallici polivalenti (Mg2+), cofattori delle DNasi nel catalizzare 
la digestione del DNA. Questa tecnica consiste nell’immersione di un piccolo 
frammento di campione in una soluzione al 10% di Chelex 100 che subisce 2 passaggi 
in vortex e centrifuga, intervallati da un’incubazione a 95°C per 20 minuti. La resina 
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precipita con i residui cellulari mentre il DNA rimane in soluzione nel surnatante. La 
metodica di estrazione attraverso resine presenta il vantaggio di avere bisogno di 
un quantitativo minimo di tessuto e richiede tempi molto brevi di estrazione, 
tuttavia l’estratto risulta essere meno puro e non può essere conservato per lungo 
tempo. In considerazione della porzione minima di campione necessario per questa 
tecnica di estrazione si è deciso di utilizzare solo tessuti precedentemente privati 
della pelle. 
L’analisi quantitativa e qualitativa è stata fatta sottoponendo il DNA estratto a 
elettroforesi su gel di agaroso all’1% in tampone TAE 1X e visualizzando il risultato 
mediante transilluminatore UVIDOC (GAS9500/910, UVITEC). In Figura 9 sono 
riportate le fotografie di 4 individui estratti con il protocollo Salting-out, prima e 
dopo la rimozione dello strato cutaneo del campione, e tramite la metodica con la 
resina Chelex 100. Nel primo caso (A, Figura 9) la resa è stata buona con una banda 
netta ad alto peso molecolare tuttavia non un quantitativo molto alto; l’estratto è 
risultato pulito ma presentava un colorito leggermente rosato. Utilizzando la 
metodica Salting-out solo con muscolo (B, Figura 9) l’estrazione ha dato ottimi 
risultati sia dal punto qualitativo che quantitativo, a differenza del protocollo con la 
resina Chelex 100 (C, Figura 9) che, sebbene pulito e di buona qualità, è risultato 
quantitativamente inferiore al protocollo Salting-out. 
 
Figura 9. Risultato dell'estrazione su gel di agaroso all'1% con il protocollo Salting out (Miller et al. 1988) prima 
della rimozione dello strato cutaneo (A) e dopo la rimozione (B), e utilizzando la metodica con la resina Chelex 100 
(Walsh et al. 1991) (C). 
Il confronto quantitativo e qualitativo tra le due tecniche è risultato quindi a 
vantaggio della metodica Salting-out, con una maggiore quantità di DNA sia ad alto 
che a basso peso molecolare. Inoltre si è deciso di proseguire con le estrazioni 
successive rimuovendo precedentemente la cute dal campione, poiché gli estratti 
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risultavano più puliti rispetto all’utilizzo del campione allo stato naturale, 
presentando una resa migliore durante le fasi di amplificazione. 
4.3 AMPLIFICAZIONE 
Le regione prese in esame in questo progetto di tesi sono state ottenuta mediante la 
reazione di polimerizzazione a catena, nota come PCR (Mullis e Faloona 1987). Ogni 
campione di DNA estratto, dopo esser stato diluito da 20 a 50 volte in acqua sterile 
a seconda della qualità e quantità di DNA presente nell’estrazione, è stato fatto 
reagire nella soluzione di amplificazione. I reagenti necessari e le rispettive 
concentrazioni ottimali per effettuare la reazione sono state riportate in Tabella 3: 
Tabella 3. Reagenti e concentrazioni della reazione di amplificazione 
 
Ogni reazione di amplificazione, con un volume finale di 25 µl, è stata realizzata in 
un termociclatore Eppendorf® Mastercycler ep gradient S. 
Gli amplificati ottenuti sono stati analizzati mediante corsa elettroforetica 
orizzontale su gel di agaroso dall’1,5 al 2%, utilizzando la stessa strumentazione e 
metodologia precedentemente descritta per l’analisi degli estratti. 
  
Reagente
Concentrazione 
stock
Concentrazione 
finale
Buffer 10X 1X
dNTPs 2mM 0,2mM
MgCl2 25mM 2,5mM
Primers 20pmol/µl 2pmol/campione
Taq 5U/µl 0,8U/campione
DNA templato 1µl/campione
Acqua sterile a volume
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4.3.1 Marcatori nucleari 
Per questo lavoro sono stati presi in considerazione i microsatelliti isolati e 
caratterizzati su Octopus vulgaris da Greatorex et al. (2000), riportati in Tabella 4, 
utilizzando il seguente profilo di reazione: 
 
Tabella 4. Descrizione dei primers per l'analisi di loci microsatelliti da Greatorex et al. (2000) 
 
Il ciclo di reazione dei diversi primers differisce esclusivamente per la temperatura 
a cui avviene l’annealing e per il numero di ripetizioni dei cicli di reazione. Queste 
differenze sono state necessarie durante il processo di ottimizzazione della reazione 
specifica per ogni primer, in modo da ottenere una banda più luminosa e pulita 
possibile. Dopo una prima fase di ottimizzazione della reazione con i primer non 
marcati si è deciso di escludere il primer µOv04 dai marcatori utilizzati nelle analisi 
successive per difficoltà nel processo di amplificazione. I 5 loci microsatelliti rimasti 
sono stati marcati con tre tipi di fluorocromi distinti per colore: blu (FAM), verde 
(HEX), giallo (TAMRA). I dettagli relativi alla marcatura e alle temperature di 
annealing specifiche di ciascuna coppia di primers sono descritti in Tabella 5.  
MICROSATELLITI Temperatura Durata Ripetizioni
Denaturazione iniziale 94 °C 3 min
Denaturazione 94 °C 45 sec
Annealing
a seconda del 
primer
45 sec 38/43 cicli
Estensione 72 °C 45 sec
Estensione finale 72 °C 4 min
PRIMER unità ripetuta SEQUENZA (5'→3') Tm (°C)
µOct3 (AT)16(GT)15 F: CTCCCTAGTTTTGAATCACG 55
(AF197130) R: GCCACTAATACACTTTTCAAGG
µOct8 (TG)36 F: AGGGAGAGAAAATAGAAAAAC 56
(AF197131) R: TAAACTGAATAATACATACATACG
µOv04 (TTA)22 F: ATACCAGGCCTTGTGCCTTTAG 44
(AF197132) R: CAGCACCGTAATACATCTTCAG
µOv06 (ATT)24 F: GGGCCTTATTCCTTAAGCAG 45
(AF197133) R: CCATTTGCATTTGAATATTTTTAAAG
µOv10 (GA)14 F: GCAATAAAGGAGAAAACAAAAACA 52
(AF197134) R: GCTATTGTCACAATAAGGCTCTCC
µOv12 (GATA)20 F: GCATAATGTGCCGCTAAATGGAAC 53
(AF197135) R: GCCTCGTCGGTATTTCCTCTTTCA
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Tabella 5. Fluorocromi e temperature di annealing specifiche per coppia di primer 
 
4.3.2 Marcatori mitocondriali 
Per quanto riguarda i marcatori mitocondriali, sono stati oggetto di questo studio 
due geni del mtDNA codificanti rispettivamente per la subunità 1 della Citocromo c 
Ossidasi (COI) e la subunità 3 della stessa proteina (COIII). Le regioni mitocondriali 
COI e COIII sono state amplificate rispettivamente attraverso i primer 
HCO2198/LCO1490 (Folmer et al. 1994, Tabella 6) e Ooc3F/Ooc3R (Guzik et al. 
2005, Tabella 7). 
Tabella 6. Sequenze della coppia di primers utilizzati per l'amplificazione della regione COI. 
 
Tabella 7. Sequenze della coppia di primers utilizzati per l'amplificazione della regione COIII. 
 
L’amplificazione è stata ottimizzata per entrambi i marcatori utilizzando i seguenti 
profili di reazione: 
  
PRIMER SEQUENZA 5'→3' marcatore Ta (°C)
mOct3F CTCCCTAGTTTTGAATCACG 5'-FAM 57
mOct8F AGGGAGAGAAAATAGAAAAAC 5'-HEX 53
mOv06F GGGCCTTATTCCTTAAGCAG 5'-FAM 41
mOv10F GCAATAAAGGAGAAAACAAAAACA 5'-HEX 55
mOv12F GCATAATGTGCCGCTAAATGGAAC 5'-TAM 58
PRIMER COI SEQUENZA (5'→3') Tm (°C)
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 55,3
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTG 48,4
PRIMER COIII SEQUENZA (5'→3') Tm (°C)
Ooc3F CAATGATGACGAGATATTATYCG 50,1
Ooc3R CTTCAAATCCAAAATGATGTGA 49,4
COI Temperatura Durata Ripetizioni
Denaturazione iniziale 94 °C 3 min
Denaturazione 94 °C 30 sec
Annealing 50 °C 45 sec 37 cicli
Estensione 72 °C 60 sec
Estensione finale 72 °C 4 min
COIII Temperatura Durata Ripetizioni
Denaturazione iniziale 94 °C 3 min
Denaturazione 94 °C 30 sec
Annealing 48 °C 45 sec 36 cicli
Estensione 72 °C 45 sec
Estensione finale 72 °C 4 min
MATERIALI E METODI 
 
46 
4.4 ANALISI MICROSATELLITI 
4.4.1 Analisi della dimensione allelica 
I polimorfismi di lunghezza tra i diversi alleli di un locus microsatellite 
corrispondono a frammenti variabili che differiscono per il numero di moduli 
ripetuti. La differenza di questi frammenti non è visibile in due bande distinte 
mediante corsa elettroforetica sul gel d’agaroso, perciò ogni primer utilizzato in 
questo lavoro per l’amplificazione dei loci microsatelliti è stato marcato con un 
fluoroforo (vedi Tabella 5) per poter essere dimensionato mediante una corsa 
elettroforetica su capillare. L’analisi dei frammenti amplificati è stata effettuata 
grazie al servizio di genotipizzazione su sequenziatore automatico ABI PRISM 
3730XL a 96 capillari (Applied Biosystems) presso il BMR Genomics, spin-off 
ufficiale dell’Università di Padova. Per la lettura e l’elaborazione dei risultati è stato 
utilizzato il programma GeneMarker v1.75 (SoftGenetics, LLC) che ha consentito di 
assegnare la dimensione allelica ad ogni campione per tutti i 5 loci analizzati. Il 
dimensionamento dei singoli alleli avviene per confronto degli amplificati da 
analizzare con uno standard di peso molecolare noto (LIZ500). L’analisi di ogni picco 
allelico ed il suo dimensionamento in paia di basi ha permesso di ricavare il genotipo 
per ogni individuo. Il dimensionamento è stato ripetuto da due operatori e 
ricontrollato in diversi momenti per ridurre gli errori nelle fasi di scoring dei picchi 
allelici. È stata assegnata in questo modo la dimensione allelica ad ogni campione 
per tutti i loci creando una tabella nella quale la combinazione di tutti gli alleli 
rilevati nel set di loci costituisce la configurazione genotipica individuale.  
4.4.2 Errori di genotipizzazione 
Il programma Micro-Checker v2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) è stato utilizzato 
per un ulteriore controllo di eventuali errori di digitazione dell’operatore durante la 
trascrizione delle categorie alleliche e per l’identificazione di errori di 
genotipizzazione. Questo tipo di errori possono essere frequenti a causa di basse 
concentrazioni di DNA templato e/o presenza di inibitori della PCR, che possono 
portare ad un fallimento nell’amplificazione dovuto a errori di campionamento non 
sistematici (allelic dropout). Inoltre, errori di genotipizzazione possono essere 
causati da un’amplificazione preferenziale di alleli di piccole dimensioni (large allele 
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dropout o short allele dominance), dove gli alleli di maggiori dimensioni 
specificamente non riescono ad essere amplificati. Un altro tipo di errore può essere 
attribuito allo slittamento della polimerasi (slippage) durante l’amplificazione PCR, 
che può produrre prodotti addizionali (stutters) che differiscono dal templato 
originale per multipli dell’unità ripetuta; questi stutters sono spesso molto comuni 
nei loci dinucleotidici, rendendo difficile la discriminazione tra omozigoti ed 
eterozigoti. Infine, quando avvengono mutazioni nel sito di legame dei primers, certi 
alleli possono non amplificare (null alleles) dando come risultati falsi omozigoti. Si 
possono causare in questo caso deviazioni dall’equilibrio di Hardy–Weinberg, in 
particolare portare ad un deficit di eterozigoti, inficiando potenzialmente le analisi 
genetiche di popolazione. Infatti, si tratta di deviazioni molto simili a quelle causate 
da inincrocio, accoppiamento assortativo, o effetto Wahlund (Van Oosterhout et al. 
2004). 
4.4.3 Statistica descrittiva 
Il programma GenAlEX v6.5 (Peakall e Smouse 2012) ha permesso di calcolare: 
 Frequenze alleliche, che corrispondono al rapporto tra il numero di volte in 
cui un allele è presente in una popolazione ed il numero totale degli alleli; in 
base a queste è stato verificato il polimorfismo di ciascun locus, utilizzando il 
criterio del 5%; 
 Na, numero medio di alleli calcolato per ciascun locus, detta anche diversità 
allelica; 
 Ho, eterozigosità osservata, ovvero la proporzione di individui eterozigoti 
presenti nel campione; 
 UHe, eterozigosità attesa corretta, ovvero la proporzione di individui 
eterozigoti della popolazione calcolata in condizione di equilibrio di Hardy-
Weinberg. 
Il programma FSTAT v2.9.3 (Goudet 2001) ha consentito di stimare la ricchezza 
allelica (AR), per locus e per campione, una misura del numero di alleli indipendente 
dalla dimensione del campione, permettendo in questo modo un confronto tra 
campioni di diverse dimensioni. 
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4.4.4 Linkage Disequilibrium e Equilibrio di Hardy-Weinberg 
Con il programma Genepop v4.2 (Rousset 2008) è stato analizzato il Linkage 
Disequilibrium (associazione gametica preferenziale) definito come il fenomeno in 
cui due loci hanno una frequenza diversa da quella attesa, nel caso in cui i due loci 
fossero indipendenti (Hartl e Clark 1997). È importante verificare questa 
associazione in quanto le analisi di differenziamento presuppongono associazione 
casuale tra alleli di diversi loci (Linkage Equilibrium). La condizione di disequilibrio 
si verifica quando i loci sono strettamente concatenati per cui gli eventi di 
ricombinazione tra essi sono rari. In particolare, Genepop crea delle tabelle di 
contingenza corrispondenti a tutte le possibili coppie di loci in ogni popolazione, per 
stimare il valore P esatto, partendo dall’ipotesi zero che i genotipi di un locus siano 
indipendenti dai genotipi di un altro locus (Raymond e Rousset 1995). Ad ogni 
coppia è associato il valore di probabilità (corretto secondo il test di Fisher) di 
ottenere per caso un valore di linkage come quello relativo al dataset originale. Il 
livello di significatività globale del test è α = 0,05 e consiste nella probabilità 
massima di errore che si è disposti ad accettare nel respingere l’ipotesi H0. È stata 
effettuata la correzione del livello di significatività per test multipli secondo il 
metodo di Benjamini-Hochberg (false discovery rate FDR correction; Benjamini e 
Yekutieli 2005), implementato nel programma SGoF+ (de Uña-Alvarez e Carvajal-
Rodriguez 2011). 
Lo stesso programma Genepop è stato utilizzato per il test per l’equilibrio di Hardy 
Weinberg per ogni locus in ciascuna popolazione, testando sia l’ipotesi nulla di 
deficit sia quella per eccesso di eterozigoti. In entrambi i casi il test è stato realizzato 
con catene Marcoviane (10000 dememorizations, 20 batches, and 5000 iterations 
per batch). Al test è assegnato un livello di significatività (α= 0,05), che consiste nella 
probabilità massima di errore che si è disposti ad accettare nel respingere l’ipotesi 
nulla. Anche in questo caso è stata effettuata la correzione del livello di significatività 
per test multipli secondo il metodo di Benjamini-Hochberg (false discovery rate FDR 
correction), implementato nel programma SGoF+. 
4.4.5 Alleli nulli e coefficiente di inbreeding 
Il programma FreeNA (Chapuis e Estoup 2007) è stato utilizzato per calcolare la 
massima probabilità stimata per la frequenza degli alleli nulli (Dempster et al. 
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1977). Inoltre la presenza di alleli nulli è stata indagata anche mediante il software 
INEST v2.0 (Chybicki e Burczyk 2009), che calcola il valore di alleli nulli tenendo 
conto della presenza di errori di genotipizzazione e dalla presenza di inbreeding 
all’interno del campione analizzato. Il calcolo viene effettuato attraverso un 
approccio Bayesiano (IIM), che risulta statisticamente migliore rispetto al metodo 
del Maximum Likelihood (PIM) (Chybicki e Burczyk 2009). Il programma ha la 
possibilità di testare vari modelli che comprendono o meno i vari fattori e di valutare 
quale sia quello più adatto attraverso il calcolo del DIC (Deviance Information 
Criterion). Il DIC è stato calcolato per ogni popolazione presa in esame ed è stato 
utilizzato per il calcolo della frequenza degli alleli nulli il modello con il valore di DIC 
minore. I modelli testati sono quelli che considerano la presenza di alleli nulli nella 
popolazione (nfb, nf, nb, n) e sono stati testati con 500000 cicli e con un valore di 
burn-in di 50000. 
Il software Genepop v4.2 è stato utilizzato anche per il calcolo dell’indice di 
inincrocio FIS utilizzando il metodo di Weir e Cockerham (1984). Al valore di FIS è 
stato associato un valore di probabilità a cui è stato attribuito un livello di 
significatività α=0,05. Anche in questo caso è stata effettuata la correzione del livello 
di significatività per test multipli secondo il metodo di Benjamini-Hochberg (false 
discovery rate FDR correction), implementato nel programma SGoF+. 
Il valore di FIS è stato calcolato anche mediante il software INEST v2.0, che stima il 
coefficiente di inbreeding all’interno di una popolazione, tenendo conto della 
presenza di alleli nulli e di errori di genotipizzazione. È stato possibile testare diversi 
modelli, escludendo i vari fattori dal calcolo, e valutare attraverso il calcolo del DIC 
(Deviance Information Criterion) quale di questi assuma il valore più basso e quindi 
meglio si adatti ai dati osservati. In particolare, sono stati testati i quattro modelli in 
cui l’inbreeding è stato considerato un fattore presente nella popolazione (nfb, nf, fb 
ed f) e confrontati i rispettivi valori di DIC. I valori di FIS sono stati calcolati, con il 
modello che presentava il DIC inferiore, come coefficiente medio di inbreeding 
presente nel campione e sono accompagnati da intervalli di massima densità (HPD) 
al 95% che indicano i valori limite in cui il dato ha maggiore probabilità di trovarsi 
e quindi danno indicazione sulla significatività del dato riportato. I valori sono stati 
calcolati per 500000 cicli e un valore di burn-in di 50000. 
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4.4.6 Struttura genetica di popolazione 
ARLEQUIN V.3.5.1.2 (Excoffier e Lischer 2010) ha permesso di misurare il grado di 
differenziazione genetica tra popolazioni attraverso il calcolo dell’indice di 
fissazione (FST) per coppie di popolazioni. Ad ogni valore è stato associato un 
relativo test di significatività (α=0,05) attraverso 1000 permutazioni. La 
significatività del valore è stata sottoposta a correzione per test multipli, effettuata 
come descritto in precedenza secondo il metodo di Benjamini-Hochberg (Benjamini 
e Yekutieli 2005). 
Il pacchetto del software R DEMEtics v 0.8-7 (Gerlach et al. 2010) è stato utilizzato 
per il calcolo dell’indice di fissazione DEST tra coppie di popolazioni, in quanto si 
considera come questo indice rifletta meglio il grado di differenziazione tra 
popolazioni (Jost 2008, Gerlach et al. 2010). Anche con questo indice ogni valore è 
accompagnato ad un valore di significatività (α=0,05, che valuta l’ipotesi nulla di 
differenziazione), che è stato corretto per test multipli secondo Benjamini-
Hochberg. 
Le matrici di distanze genetiche con gli indici FST (Arlequin)e DEST (DEMEtics) sono 
state utilizzate nella macro di Excel GenAlEx per effettuare l’analisi PCoA (Analisi 
delle Coordinate Principali), tecnica di analisi multivariata che permette di 
rappresentare per mezzo di un grafico bidimensionale le relazioni genetiche tra le 
popolazioni a partire da matrici di distanze genetiche. 
La differenziazione e la struttura genetica della popolazione è stata indagata inoltre 
con l’Analisi della Varianza Molecolare AMOVA (Excoffier et al. 1992). L’AMOVA 
verifica quanta della varianza totale delle frequenze alleliche calcolata è spiegata 
dalle differenze tra gruppi di popolazioni (Va), quanta è da ascriversi alle differenze 
tra popolazioni entro i gruppi (Vb) e quanta alle differenze entro le popolazioni (Vc) 
(Figura 10). 
 
Figura 10. Schema di ripartizione della varianza molecolare nell'AMOVA 
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Se nella struttura genetica che si intende testare, le popolazioni vengono organizzate 
in gruppi differenti il programma calcola tre indici di fissazione: 
 FCT che misura le differenze genetiche tra gruppi di popolazioni; 
 FSC che misura le differenze genetiche tra popolazioni all’interno dei gruppi; 
 FST che misura le differenze genetiche tra individui entro le popolazioni.  
Quando, nella struttura genetica che si intende testare tutte le popolazioni vengono 
raggruppate in un unico insieme, i livelli diventano due e in questo caso il 
programma calcola solo FST, che misura la differenza genetica tra popolazioni. 
La significatività degli indici di fissazione è testata permutando casualmente i 
genotipi, individui, o popolazioni, fra individui, fra popolazioni, o fra gruppi di 
popolazioni (Excoffier et al. 1992). Dopo ogni permutazione, vengono ricalcolati gli 
indici e confrontati con il valore osservato; in questo modo è possibile stimare la 
probabilità che tale valore sia osservato per effetto del solo caso. Se tali valori sono 
significativamente maggiori di zero, cioè hanno una probabilità di essere osservati 
per effetto del caso minore di 0,05, essi indicano la presenza di differenziamento. 
Il pacchetto di R Adegenet v1.4-1 (Jombart 2008) è stato utilizzato per la 
realizzazione dell’analisi discriminante delle componenti principali (DAPC 
Discriminant analysis of principal components; Jombart et al. 2010). Il metodo della 
DAPC trasforma i dati usando il principio dell’analisi delle componenti (PCA) per 
creare variabili non correlate da usare come input nelle analisi discriminanti 
(Discriminant Analysis DA). Le DA massimizzano la variazione tra-gruppi e 
minimizzano la variazione entro-gruppi per definire il grado di variazione 
complessivo. La DAPC non presuppone come assunto l’equilibrio di Hardy-
Weinberg o il Linkage Equilibrium e fornisce una rappresentazione grafica della 
divergenza tra le popolazioni. Questa analisi permette di ricercare quale sia il più 
probabile numero di clusters/gruppi nel dataset, corrispondente al valore più basso 
secondo il Bayesian Information Criterion (BIC). Inoltre, la DAPC fornisce le 
probabilità di appartenenza di ciascun individuo per i diversi gruppi basati sulle 
funzioni discriminanti. Per trovare il numero di clusters più probabile è stata usata 
la funzione ‘find.clusters’ usando tutte le componenti principali disponibili (PCs). Per 
calcolare la probabilità di assegnamento degli individui a ciascuno di questi clusters 
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nella DAPC finale è stato individuato il numero ottimale di PCs utilizzando la 
funzione ‘optim.a.score’. 
La strutturazione della popolazione a partire dai genotipi è stata indagata inoltre 
con il programma STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al. 2000), che utilizza l’analisi 
Bayesiana per identificare clusters di individui geneticamente omogenei in base alle 
frequenze alleliche di loci multipli. Si assume un modello in cui ci sono K popolazioni, 
ciascuna dei quali è caratterizzata da un insieme di frequenze alleliche ad ogni locus 
e alle quali ciascun individuo viene assegnato con un certo grado di probabilità, in 
base alla frequenza allelica nel proprio genotipo. Il programma calcola per ciascun 
individuo un valore Q, che indica la probabilità di appartenenza ad un determinato 
cluster, e viene associato ad intervalli di credibilità che permettono di stabilire il 
supporto statistico del dato. L’assegnazione dell’individuo a quel dato cluster può 
avvenire solo se i valori di Q risultano più alti di una determinata soglia per un dato 
cluster (in genere si considera Q>0,7) e gli intervalli di credibilità associati non si 
sovrappongono a quelli di altri cluster; in caso contrario l’individuo rimane non 
assegnato a nessun cluster. Si presume che all'interno delle popolazioni, i loci siano 
in equilibrio di Hardy-Weinberg e in linkage equilibrium. 
Per calcolare i valori di assegnazione sono stati testati valori di K fino a 9 
popolazioni, corrispondenti al numero delle popolazioni reali più 3, effettuando per 
ogni test fino a 25 ripetizioni. In particolare è stato utilizzato il modello ADMIXTURE, 
che non tiene conto di possibili correlazioni ancestrali (Falush et al. 2007), e 
l’opzione LOCPRIOR (Hubisz et al. 2009). I parametri sono stati impostati con 
500000 interazioni e 100000 Burn-in per ciascun valore di K. STRUCTURE consente 
così di stimare il numero ottimale di K popolazioni in cui è possibile suddividere il 
campione. In questo lavoro sono stati utilizzati due criteri principali per la scelta del 
valore ottimale di K: 
 il valore più alto di ΔK secondo quanto proposto da Evanno et al. (2005) 
calcolato con Structure Harvester web v0.6.93 (Earl e vonHoldt 2012); 
 il valore più alto di ΔFST secondo (Campana et al. 2011) calcolato con il 
pacchetto per R Corrsieve v1.6-8. 
Una volta scelto il valore di K ottimale i risultati sono stati analizzati con il 
programma CLUMPP v1.1.2 (Jakobsson e Rosenberg 2007), che ha permesso il 
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calcolo del valore medio tra le 25 ripetizioni del valore di Q, e i dati sono stati 
riportati graficamente mediante il software DISTRUCT v1.1 (Rosenberg 2004). 
4.4.7 Isolamento per distanza e calcolo dei migranti 
Il Mantel test con 1000 randomizzazioni, implementato nel software IBDWS - 
Isolation By Distance Web Service v3.23 (Jensen et al. 2005), è stato realizzato per 
testare la correlazione tra la distanza genetica espressa come FST/(1-FST) ed il 
logaritmo naturale della distanza geografica tra coppie di popolazioni (misurata 
come distanza in km tra le località campionate). 
La stima del numero di migranti è stata effettuata con il programma Arlequin; il 
calcolo è basato su due principali assunti: la prima è che 2 popolazioni di taglia N 
scambino tra loro una frazione m di migranti per ogni generazione; la seconda è che 
il tasso di mutazione µ sia trascurabile rispetto all’alto tasso (velocità) di migrazione. 
Se questi assunti sono veri si ha la seguente relazione all’equilibrio tra la migrazione 
e la deriva 
𝑭𝒔𝒕 =
𝟏
𝟐𝑴+ 𝟏
 
Quindi, M che è il numero assoluto di migranti scambiati tra 2 popolazioni può 
essere stimato  
𝑴 =
𝟏 − 𝑭𝒔𝒕
𝟐 − 𝑭𝒔𝒕
 
Se si considera solo lo scambio tra 2 popolazioni, allora si dovrebbe dividere M di un 
fattore 2 ottenendo la stima M=Nm per popolazioni aploidi ed M=2Nm per 
popolazioni diploidi. Questo perché l’Fst atteso è dato da 
𝑭𝒔𝒕 =
𝟏
𝟒𝑵𝒎𝒅
(𝒅 − 𝟏)
+ 𝟏
 
Dove d è il numero di demi imputati nello scambio genico, quando d>2 come nel caso 
del nostro dataset, questo segue il classico valore 1/(4Nm+1) 
4.4.8 Analisi demografica 
La macro di Excel KG-TEST (Bilgin 2007) ha permesso di effettuare il g-test, 
proposto da Reich e Goldstein (1998) per identificare tracce genetiche conseguenti 
a espansione demografica delle popolazioni in un recente passato. Bassi valori del 
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test statistico g possono essere interpretati come indicazione di espansione. I livelli 
di significatività per il test sono stati valutati secondo la tabella 1 in Reich et al. 
(1999) (Figura 11). In particolare per un’analisi di popolazioni da 20 a 40 individui 
con 5 loci microsatelliti, valori di g inferiori a 0,08 indicheranno che è avvenuta 
un’espansione nella popolazione, ripresasi dopo un evento di bottleneck (collo di 
bottiglia). È stato effettuato con lo stesso software anche il k-test, che indica un 
evento di espansione demografica quando le popolazioni mostrano valori negativi 
di k.  
 
Figura 11. Valori del parametro g per combinazioni di loci e dimensioni delle popolazioni, tratto da Reich et al. 
(1999) 
Il programma Bottleneck, invece, ha consentito di stabilire se il campione in esame 
presentasse un eccesso di eterozigosi conseguenza di una drastica riduzione di 
popolazione e quindi un probabile collo di bottiglia. Questo si basa sull’assunto che 
popolazioni che riducono il numero effettivo (Ne) mostrano anche una riduzione del 
numero di alleli e dell’eterozigosità osservata per locus polimorfico; in particolare, 
il numero di alleli si riduce più velocemente dell’eterozigosità osservata che, per 
questo motivo, sarà più elevata dell’eterozigosità attesa, calcolata sul numero degli 
alleli, e quindi porterà ad un eccesso di eterozigoti nella popolazione. 
Tra i test statistici implementati nel programma si è deciso di utilizzare il Wilcoxon 
sign-rank test (Luikart et al. 1998), che si dimostra particolarmente adatto quando 
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si hanno a disposizione meno di venti loci microsatelliti. Il test ad una coda per 
eccesso di eteroziogoti è stato applicato con 10000 ripetizioni. 
Il software implementa tre diversi modelli evolutivi proposti per i loci microsatelliti: 
il modello IAM (Infinite Allele Model), il modello SMM (Stepwise Mutation Model) e il 
modello TPM (Two-Phase Model). Il modello IAM si basa su mutazioni che consistono 
nella perdita o l’acquisizione di uno o più repeats contemporaneamente portando 
alla formazione di un nuovo allele mai incontrato prima nella popolazione. Il 
modello SMM, al contrario, presuppone la perdita o l’acquisizione di solo un repeat 
per volta; di conseguenza, quanto più due alleli differiscono in dimensione, tanto più 
possono dirsi distanti da un antenato comune. Il modello TPM, è un modello che 
presuppone come SMM che la maggior parte delle mutazioni avvenga per 
cambiamenti di singoli step, tuttavia raramente si possono verificare eventi 
mutazionali che coinvolgono un numero maggiore di repeats (Di Rienzo et al. 1994). 
In questo lavoro si è deciso di applicare quest’ultimo modello con una varianza di 
12% e una proporzione di SMM al 95%.  
Successivamente è stata analizzata la forma della distribuzione delle frequenze 
alleliche, una sorta di descrittore grafico del bottleneck. Per una popolazione che 
non ha sofferto di un recente collo di bottiglia, cioè una popolazione 
demograficamente stabile, ci si attende di trovare una tipica distribuzione ad L (L-
shaped distribution), con un valore massimo degli alleli più rari e una quasi assenza 
di quelli più comuni. 
4.4.9 Dimensione effettiva della popolazione 
La dimensione effettiva della popolazione è stata calcolata mediante il software 
NeEstimator v2.01 (Do et al. 2014), che ha permesso la stima della dimensione 
effettiva contemporanea della popolazione (Ne) attraverso l’utilizzo di genotipi 
diploidi ottenuti dalle analisi dei loci microsatelliti. Per il calcolo è stato utilizzato il 
metodo del Linkage Disequilibrium (LDNe) che calcola le stime separate usando 
criteri diversi per escludere gli alleli rari, questo facilita la valutazione dei dati per i 
marcatori altamente polimorfici come i microsatelliti. In questo lavoro si è deciso di 
utilizzare il modello di esclusione degli alleli con una frequenza minore di 0,05. Il 
programma introduce, inoltre, il calcolo degli intervalli di confidenza secondo il 
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metodo del Jackknife che permetterebbe di ottenere risultati più affidabili rispetto 
ai metodi parametrici attualmente in uso (Waples e Do, 2008). 
Altro software utilizzato per il calcolo della dimensione effettiva dei campioni 
analizzati è ONeSAMP (Tallmon et al. 2008), che utilizza delle statistiche riassuntive 
calcolate su un approccio di tipo bayesiano per stimare indipendentemente su ogni 
campione la dimensione effettiva della popolazione. La stima di Ne viene ricavata 
secondo la formula Theta=4Neµ da una serie di simulazioni del valore di Theta. Il 
programma utilizza i dati grezzi e pochi parametri di input tra cui la dimensione 
minima e quella massima della popolazione, in questo studio è stato utilizzato un 
range 2-1000, con un numero di 50000 ripetizioni. In questo caso i dati sono 
accompagnati da intervalli di confidenza al 95%. 
4.5 ANALISI SEQUENZE MITOCONDRIALI 
4.5.1 Allineamento e confronto di sequenze 
Il software Clustal W (Thompson et al., 1994) implementato in MEGA v6 (Tamura et 
al. 2013) è stato utilizzato per l’allineamento delle sequenze ottenute in seguito alla 
genotipizzazione. Inoltre, lo stesso programma MEGA è stato utilizzato per testare 
quale, tra 24 modelli di sostituzione nucleotidica implementati dal software, meglio 
si adattasse ai nostri dati, utilizzando un approccio basato sul Maximum Likelihood. 
I modelli con i valori più bassi di BIC (Bayesian Information Criterion) sono 
considerati descrivere meglio il modello di sostituzioni delle nostre sequenze. Per 
ognuno dei 24 modelli sono stati calcolati inoltre il valore di AICc value (Akaike 
Information Criterion corrected) e Maximum Likelihood value (lnL). La non 
uniformità dei tassi evolutivi tra i siti è stata modellata usando una distribuzione 
discreta Gamma (+G) con 5 categorie e assumendo che una certa frazione dei siti sia 
evolutivamente invariabile (+I). Per ogni modello i valori assunti o stimati di 
transizioni/transversioni (R) sono mostrati seguiti dalla frequenza dei nucleotidi. 
Tutte le posizioni con meno del 95% di copertura del sito sono state eliminate, cioè 
per ogni posizione sono state permesse meno del 5% di gap, missing data, e basi 
ambigue. Dopo la scelta del modello più adatto sono stati effettuati il calcolo delle 
distanze evolutive tra le sequenze e le distanze medie tra popolazioni. 
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4.5.2 Analisi dei principali indici 
Le sequenze allineate sono state analizzate con l’utilizzo di diversi softwares. 
Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier e Lischer 2010) e DnaSP v5.1 (Librado e Rozas 2009) 
sono stati utilizzati per calcolare i seguenti parametri:  
 Numero di siti polimorfici (S);  
 Numero di sostituzioni, transizioni e trasversioni 
 Numero medio di differenze nucleotidiche a coppie (k) 
 Numero di aplotipi (H); 
 Diversità aplotipica (Hd), ovvero la probabilità che due aplotipi presi a caso 
nella popolazione siano diversi (Nei 1987) e relativa deviazione standard; 
 Diversità nucleotidica (π), ovvero la probabilità che due nucleotidi omologhi 
presi a caso siano differenti (Tajima 1983, Nei 1987) e relativa deviazione 
standard. Tutti questi parametri sono stati calcolati sia nell’intero campione, 
sia per i diversi campioni.  
4.5.3 AMOVA e indici di fissazione 
Per valutare il grado di differenziamento tra campioni, è stata eseguita l’Analisi della 
Varianza Molecolare AMOVA (Excoffier et al. 1992). L’AMOVA verifica quanta della 
varianza totale calcolata è da attribuirsi alle differenze tra gruppi di popolazioni 
(Va), quanta è da ascriversi alle differenze tra individui entro i gruppi (Vb) e quanta, 
invece, alle differenze tra popolazioni entro i gruppi (Vc) (vedi Figura 10). 
Sulla base delle componenti della Varianza, sono stati calcolati gli indici di fissazione 
Φ per le sequenze mitocondriali dei geni Citocromo ossidasi I e Citocromo ossidasi 
III: 
 ФCT che misura la differenza genetica tra i gruppi di popolazioni; 
 ФSC che misura la differenza genetica tra popolazioni entro i gruppi; 
 ФST che misura la differenza genetica tra individui entro le popolazioni 
Questi indici sono analoghi degli indici di fissazione F di Wright (Wright 1965), ma 
tengono conto del numero di mutazioni tra gli aplotipi e permettono di avere una 
visione integrata della variazione genetica e della struttura di popolazione a diversi 
livelli gerarchici. La significatività degli indici di fissazione Φ è calcolata come 
descritto precedentemente per gli indici analoghi dei marcatori nucleari. 
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Il programma Arlequin è stato utilizzato inoltre per calcolare il valore degli indici di 
fissazione ФST a coppie per ogni coppia di popolazioni (Pairwise ФST), inteso come 
valore di distanza genetica tra popolazioni (Reynolds et al. 1983, Slatkin 1995) e il 
valore di Nei, calcolato come numero medio di differenze nucleotidiche tra 
popolazioni (Nei e Li 1979). La significatività è stata testata attraverso 1000 
permutazioni; è stata applicata la correzione per test multipli utilizzando il software 
SGoF+ (de Uña-Alvarez e Carvajal-Rodriguez 2011) e il metodo del False Discovery 
Rate FDR secondo Benjamini-Hochberg (Benjamini e Yekutieli 2005). 
4.5.4 Isolamento per distanza e numero di migranti 
Il Mantel test con 1000 randomizzazioni, implementato nel software IBDWS 
(Isolation By Distance Web Service) v3.23 (Jensen et al. 2005), come con i marcatori 
nucleari, è stato realizzato per testare la correlazione tra il logaritmo naturale della 
distanza genetica espressa come FST/(1-FST) ed il logaritmo naturale della distanza 
geografica tra coppie di popolazioni (misurata come distanza in km tra le località 
campionate). 
Come per i loci microsatelliti è stato possibile la creazione di una matrice di migranti 
tra le coppie di popolazioni mediante il programma Arlequin. La stima del valore dei 
migranti è stata calcolata con lo stesso metodo utilizzato per i marcatori nucleari 
descritti in precedenza. 
4.5.5 Demografia  
Variazioni della dimensione di una popolazione lasciano nel DNA tracce particolari 
che possono essere individuate nelle sequenze nucleotidiche. Ciò ha consentito lo 
sviluppo di test statistici per valutare la presenza in passato di eventi demografici 
(espansione/declino) in una popolazione. 
Una delle analisi più utilizzate è la distribuzione delle mismatch, cioè la distribuzione 
di frequenza delle differenze tra coppie di sequenze tra tutte quelle comprese in un 
campione. Si conta il numero di siti differenti per ogni coppia di sequenze in un 
campione, e i valori risultanti sono usati per costruire un istogramma. La loro forma 
può essere usata per inferire la storia della dinamica di popolazione (Rogers e 
Harpending 1992). Le simulazioni al computer mostrano che popolazioni in lungo e 
stabile equilibrio demografico presentano distribuzioni di mismatch multimodali, 
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caotiche e frastagliate (Harpending 1994), mentre quelle che hanno sperimentato 
una rapida recente espansione demografica (Slatkin e Hudson 1991, Rogers e 
Harpending 1992) o una espansione spaziale del range di distribuzione con alti 
livelli di migrazione tra demi vicini (Excoffier 2004) hanno distribuzioni unimodali, 
lisce, con onda regolare, spostate verso destra ad un tasso proporzionale al tasso di 
mutazioni del frammento di DNA (Slatkin e Hudson 1991, Rogers e Harpending 
1992).  
Nella presente tesi la distribuzione delle mismatch è stata calcolata utilizzando i 
programmi DnaSP e Arlequin; questa è stata poi paragonata con i valori attesi per 
popolazioni in espansione. La validità del modello di espansione demografica è 
testato in Arlequin considerando la somma degli scarti quadratici (sum of square 
deviations SSD) tra le mismatch osservate e attese, utilizzando un bootstrap 
parametrico. Per valutare la bontà dell’adattamento (goodness of fit) della 
distribuzione osservata con il modello nullo di espansione è stato applicato anche 
l’indice di raggedness r (Harpending 1994), che assume valori più grandi in 
distribuzioni multimodali, la cui significatività è stata testata in Arlequin come per 
SSD. Altro indice calcolato per valutare la demografia del campione è l’indice R2 
(Ramos-Onsins e Rozas 2002), ottimale in caso di campioni a bassa numerosità. 
Questo indice testa, a differenza dei precedenti l’ipotesi nulla di stazionarietà e la 
sua significatività è stata calcolata in DnaSP attraverso simulazioni di coalescenza. 
Infine, sono stati calcolati i test di neutralità D di Tajima (1989) e il test FS di Fu 
(1997) per verificare se i dati conformino le attese di neutralità, considerando che 
discostamenti dalla neutralità possono essere dovuti anche a fattori come selezione, 
colli di bottiglia, espansione o eterogeneità dei tassi di mutazione (Aris-Brosou e 
Excoffier 1996). Un valore pari a zero dei valori di D si ha quando non ci sono segni 
di cambiamenti nella dimensione della popolazione o di una particolare selezione in 
quel locus. Valori negativi indicano che la dimensione della popolazione può essere 
in crescita o si hanno segni di selezione purificante in quel locus. Valori positivi si 
hanno per una popolazione che può aver sofferto di recente un collo di bottiglia (o 
essere in decremento). In ogni caso è probabile che la firma genetica osservata 
rifletta un’antica espansione piuttosto che un evento molto recente (<10 
generazioni) di declino della popolazione. Similmente, il valore FS di Fu sarà 
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negativo in popolazioni in espansione. Secondo quanto riportato nel manuale di 
Arlequin un dato valore di FS dovrà essere considerato significativo se il suo valore 
di probabilità associata (P-value) è inferiore a 0.02. 
Uno schema riassuntivo per l’interpretazione della distribuzione delle mismatch e 
dei test legati a quest’ultima per una corretta valutazione degli eventuali eventi 
demografici avvenuti in passato è riportata in Tabella 8. Nella stessa tabella sono 
riportate anche le valutazioni per i test di neutralità. 
Tabella 8. Schema per l'interpretazione dei test per la valutazione della presenza di eventi demografici passati 
 
La storia demografica della popolazione sarda è stata indagata anche mediante il 
software BEAST (Drummond et al. 2012) è stato possibile analizzare attraverso un 
approccio bayesiano l’inferenza evolutiva a partire dalle sequenze nucleotidiche. 
L’analisi del Bayesian Skyline Plot BSP (Drummond et al. 2005) ha permesso di 
stimare i cambiamenti nelle dimensioni della popolazione in relazione al tempo. Il 
modello evolutivo utilizzato è stato quello HKY (Hasegawa et al. 1985) con la 
lunghezza della catena di 10000000. 
Il risultato dell’analisi è stato riportato graficamente mediante il programma Tracer 
v1.6 (Rambaut e Drummond 2007): il cambiamento demografico temporale è stato 
plottato in un sistema di assi in cui in ordinata viene riportata la dimensione della 
popolazione in ordinata mentre in ascissa si trova la variazione cronologica. 
Ipotesi nulla
Popolazione in 
espansione
Popolazione 
stazionaria
Mismatch 
distribution
unimodale multimodale
SSD
Espansione 
demografica
Non significativo1 significativo
Indice r di 
raggedness
Espansione 
demografica
Non Significativo1 
(Valori bassi)
significativo
Indice R2 Stazionarietà Significativo1 Non significativo
D test (Tajima)
Neutralità/ 
stazionarietà
Significativo2      
(Valori negativi)
Non significativo
FS test (Fu)
Neutralità/ 
stazionarietà
Significativo2      
(Valori negativi)
Non significativo
1: non si può rigettare ipotesi nulla di espansione della popolazione che rimane valida
2: rigetto ipotesi nulla di neutralità (con dimensioni costanti, assenza mutazioni e
deriva) e accetto ipotesi alternativa di selezione/espansione-o-declino senza poter
discriminare tra i due scenari
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4.5.6 Relazione tra aplotipi 
Le relazioni tra i vari aplotipi sono state messe in evidenza graficamente mediante 
il programma Haploviewer (Salzburger et al. 2011), che ha permesso mediante la 
comparazione di un allineamento di sequenze e dell’albero filogenetico relativo di 
disegnare un network di aplotipi. Il software Splitstree v4 (Huson e Bryant 2006) è 
stato utilizzato per la costruzione di un albero filogenetico con la metodica 
Neighbor-joining, a partire da un allineamento di sequenze ottenuto con il software 
MEGA v6 (Tamura et al. 2013). Il network ottenuto è composto da cerchi, 
rappresentanti gli aplotipi, di grandezza proporzionale al numero di sequenze che 
compongono l’aplotipo stesso, e da segmenti che rappresentano gli eventi 
mutazionali tra un aplotipo e l’altro; i punti che dividono i segmenti rappresentano 
aplotipi intermedi che non sono stati trovati nel campione analizzato. I colori diversi 
rappresentano le località di appartenenza delle sequenze che compongono gli 
aplotipi. 
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5.1 RISULTATI MICROSATELLITI 
Per questo lavoro di tesi si è scelto di utilizzare i loci microsatelliti specifici per 
Octopus vulgaris descritti da Greatorex et al. (2000), che sono riportati in particolare 
nella Tabella 4. Come già descritto in precedenza, dopo una prima fase di 
ottimizzazione della reazione di PCR per ogni primer, si è deciso di escludere il locus 
µOv04 per difficoltà nell’amplificazione e di continuare con l’analisi dei 5 loci 
microsatelliti restanti (Tabella 5). Gli individui scelti per la genotipizzazione del 
campione sardo, mediante il marcatore nucleare, provengono da 6 delle 7 località 
campionate per questo studio. La numerosità totale del campione analizzato con i 
loci microsatelliti è di 189, e il numero di individui per ogni area analizzata, con la 
relativa divisione per individui di sesso maschile e femminile, è riportata in Figura 
12. 
5.1.1 Correzione errori di genotipizzazione 
Il dimensionamento degli alleli per ogni locus è stato effettuato attraverso il 
software di genotipizzazione GeneMarker v1.75, che ha permesso la creazione di una 
matrice di dati grezzi. Il dataset grezzo è stato controllato attraverso il programma 
Microchecker v2.2.3, che ha permesso di ricercare eventuali errori commessi 
durante il dimensionamento allelico per ogni individuo preso in esame nonché 
Località Codice Ind (M/F)
Capo Ferrato CFE 28 (17/11)
Siniscola SIN 31   (9/22)
Castelsardo CSA 28 (16/12)
Alghero ALG 25 (15/10)
Su Pallosu SUP 24   (18/6)
Teulada TEU 53 (27/26)
TOTALE 189 (102/87)
Figura 12. Località e numero di individui utilizzati per 
l'analisi mediante marcatori nucleari. Sono riportati il 
numero totale (Ind) e il numero di maschi (M) e femmine 
(F) relativo ad ogni area. 
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durante l’inserimento dei dati nelle fasi di trascrizione della matrice di dati. In 
questo modo è stato possibile ottenere un dataset corretto da tutti gli errori di 
genotipizzazione che è stato utilizzato per tutte le analisi statistiche successive. 
5.1.2 Analisi del Linkage Disequilibrium 
Per prima cosa si è proceduto con la verifica che i loci microsatelliti utilizzati nel 
lavoro non fossero in condizione di associazione gametica preferenziale. Per il 
calcolo del valore di probabilità di Linkage Disequilibrium tra coppie di loci si è 
utilizzato il software Genepop v4.2, che ha permesso di valutare questa condizione 
per ogni popolazione e per il totale del campione preso in analisi (Tabella 9). 
Tabella 9. Valori di probabilità di Linkage Disequilibrium tra coppie di loci per il totale delle popolazioni. 
 
Il Linkage Disequilibrium calcolato per il totale delle popolazioni prese in esame ha 
evidenziato la presenza di una maggioranza di valori non significativi (ns) per 
l’analisi statistica, con l’eccezione della coppia di loci composta da OC3 e OC8, dove 
il software ha mostrato un valore di P<0,01, significativo anche dopo correzione per 
test multipli FDR. Tuttavia, analizzando i valori per le singole popolazioni per la 
coppia OC3/OC8, si è riscontrata una mancanza di Linkage Disequilibrium per 5 
popolazioni su 6, trovando una significatività solo nel campione di CSA (P<0,01). 
Considerando, che per i due loci che sono risultati significativi per il totale degli 
individui sardi non si riscontra la presenza forte di un segnale di linkage all’interno 
delle popolazioni analizzate separatamente, si è deciso di considerare ugualmente i 
loci OC3 e OC8 indipendenti tra loro per quanto riguarda l’associazione gametica e 
Locus 1 Locus 2 CFE SIN CSA ALG SUP TEU TOT
OC3 OC8 ns ns <0,01 ns ns ns <0,01
OC3 OV6 ns ns ns ns ns ns ns
OC3 OV10 ns ns ns ns ns ns ns
OC3 OV12 ns ns ns ns ns ns ns
OC8 OV6 ns ns ns ns ns ns ns
OC8 OV10 ns ns ns ns ns ns ns
OC8 OV12 ns ns ns ns ns ns ns
OV6 OV10 ns ns ns ns ns ns ns
OV6 OV12 ns ns ns ns ns ns ns
OV10 OV12 ns ns ns ns ns ns ns
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utilizzare i relativi dati per il proseguo delle analisi. Tutti i valori relativi alle altre 
coppie di loci sono risultati non significativi dopo che è stata applicata la correzione 
per test multipli FDR. 
5.1.3 Analisi descrittiva 
Una volta controllati tutti gli errori iniziali di genotipizzazione e ottenuto un dataset 
corretto che è stato analizzato per l’eventuale interdipendenza dei loci con il calcolo 
del Linkage Disequilibrium, si è potuto procedere con le prime analisi di confronto 
tra i campioni. In Tabella 10 sono riportati i principali indici descrittivi per ogni 
locus e ogni popolazione, calcolati con i software GenAlex v6.5 e FSTAT v2.9.3. 
Tutti i loci presi in esame sono risultati polimorfici, per tutte le popolazioni sarde, 
secondo il criterio del 5%. Il numero di alleli totale riscontrato per tutti i loci e tutte 
le popolazioni è di 138 alleli, con un massimo di 39 alleli su 189 individui per il locus 
OC3, (ricchezza allelica AR=22,63) e un valore minimo di 17 alleli per il locus OV10 
(AR=10,93). 
Per quanto riguarda l’analisi delle popolazioni, il numero di alleli più alto è stato 
riscontrato il TEU per il locus OC3, con 31 alleli per 53 individui analizzati, mentre 
il valore minimo è da attribuirsi a SUP con OV10, con un numero di 9 alleli (per 24 
individui). Tuttavia il numero degli individui analizzati influisce su questo tipo di 
calcolo, perciò si è deciso di inserire l’indice di ricchezza allelica (AR), calcolata dal 
programma FSTAT, rapportato al valore minimo di 24 individui (valore minimo 
raggiunto da tutte le popolazioni), permettendo un confronto delle frequenze 
alleliche tra le popolazioni maggiormente indipendente dalla numerosità del 
campione. Il valore più alto è stato trovato nel campione di CFE (AR=22,92) in OC3, 
mentre il valore di ricchezza allelica minore rimane quello della popolazione di SUP 
nel locus OV10 (AR=9). 
È stato considerato anche il valore degli eterozigoti osservati (Ho) nel campione 
rispetto al valore di eterozigosità attesa corretta (UHe). Analizzando il totale dei 
campioni si riscontra un deficit di eterozigoti in tutti i locus, sebbene il grado di 
differenza sia maggiore per i loci OC3 e OV12. Questo valore è confermato dalla 
presenza in questi loci di un deficit marcato nella maggior parte delle popolazioni 
analizzate, mentre gli altri loci mostrano un sostanziale equilibrio tra i dati osservati 
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ed attesi, ed in alcuni casi addirittura un leggero eccesso di eterozigoti. Le 
popolazioni di CSA e TEU mostrano un deficit per 4 loci su 5, mentre CFE è il 
campione che mostra livelli minori di deficit con anzi un valore di eterozigoti 
osservati leggermente superiore a quello atteso in 3 loci su 5. 
Tabella 10. Principali indici descrittivi della frequenza allelica per locus e per popolazione. Sono riportati individui 
analizzati (N), numero allelico (na), ricchezza allelica calcolata su 24 individui (AR), range allelico, eterozigosità 
osservata (Ho) e attesa corretta (UHe). 
  
CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
OC3
N 28 31 28 25 24 53 189
na 25 24 22 20 21 31 39
AR 22,92 21,59 20,79 19,72 21,00 21,99 22,63
range 119-213 119-197 135-213 115-205 139-205 111-209 111-213
Ho 0,821 0,710 0,750 0,760 0,958 0,774 0,796
UHe 0,950 0,947 0,956 0,954 0,953 0,948 0,951
OC8
N 27 31 28 25 24 53 188
na 20 23 18 19 17 23 32
AR 19,05 20,52 16,78 18,68 17,00 18,85 19,14
range 119-179 119-171 119-171 121-177 111-175 117-187 111-187
Ho 0,963 0,935 0,929 0,920 0,875 0,811 0,906
UHe 0,921 0,944 0,900 0,935 0,935 0,945 0,930
OV6
N 28 31 28 25 24 53 189
na 15 17 15 17 14 19 23
AR 14,50 15,96 14,23 16,84 14,00 14,23 15,33
range 121-181 118-181 130-190 118-175 130-178 121-190 118-190
Ho 0,929 0,935 0,821 0,960 0,917 0,736 0,883
UHe 0,923 0,926 0,885 0,940 0,914 0,898 0,914
OV10
N 28 31 28 25 24 53 189
na 13 10 12 12 9 13 17
AR 12,12 9,57 11,27 11,80 9,00 10,31 10,93
range 109-143 107-133 111-143 107-143 117-143 107-135 107-143
Ho 0,750 0,742 0,750 0,760 0,750 0,830 0,764
UHe 0,825 0,829 0,827 0,805 0,803 0,819 0,818
OV12
N 28 31,0 27,0 25,0 24,0 53,0 188
na 17 13 20 14 19 20 27
AR 16,10 12,21 19,18 13,88 19,00 15,87 16,36
range 176-348 184-240 172-336 164-312 164-304 168-312 164-348
Ho 0,929 0,871 0,667 0,720 0,792 0,830 0,801
UHe 0,915 0,896 0,948 0,932 0,937 0,917 0,924
MEDIA CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
N 27,8 31,0 27,8 25,0 24,0 53,0 188,6
na 18,0 17,4 17,4 16,4 16,0 21,2 27,6
AR 16,94 15,97 16,45 16,18 16,00 16,25 16,88
Ho 0,929 0,871 0,667 0,720 0,792 0,830 0,830
UHe 0,915 0,896 0,948 0,932 0,937 0,917 0,908
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I valori di eteroziogosità osservata ed attesa per le popolazioni considerando tutti i 
loci sono stati riportati nel grafico in Figura 13. Ad esclusione della popolazione di 
CFE, viene riscontrato un deficit di eterozigoti rispetto alla eterozigosità attesa 
corretta (UHe) in tutte le popolazioni. Si può notare come l’eterozigosità osservata 
(Ho) va da un massimo di 0,929 nella popolazione di Capo Ferrato (CFE) ad un 
valore minimo di 0,667 in Castelsardo (CSA). I valori di eterozigosità attesa risultano 
molto più omogenei tra le popolazioni, andando da 0,95 in CSA a 0,90 in SIN  
 
Figura 13. Eterozigosità globale osservata (Ho) e attesa corretta (UHe) calcolata con GenAlEx 
Per valutare statisticamente il deficit di eterozigoti tra le popolazioni è stato 
effettuato il test globale multi-locus per il disequilibrio di Hardy-Weinberg mediante 
il software Genepop v4.2. Questo test ha mostrato discostamento dalle condizioni di 
equilibrio in 5 popolazioni su 6 analizzate, evidenziando una significatività 
statistica, anche dopo la correzione per i test multipli FDR, nelle popolazioni di SIN, 
CSA, ALG, SUP e TEU (Tabella 11).  
Tabella 11. Test per il disequilibrio di Hardy-Weinberg multi-locus e per ogni singolo locus per la valutazione 
dell'ipotesi nulla di deficit di eterozigoti. 
 
CFE SIN CSA ALG SUP TEU
Ho 0,929 0,871 0,667 0,720 0,792 0,830
UHe 0,915 0,896 0,948 0,932 0,937 0,917
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
def-HW CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
Globale ns <0,05 <0,001 <0,001 <0,05 <0,001 <0,001
OC3 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 ns <0,001 <0,001
OC8 ns ns ns ns ns <0,05 <0,05
OV6 ns ns ns ns ns <0,05 <0,05
OV10 ns ns ns ns ns ns ns
OV12 ns ns <0,001 <0,05 <0,001 <0,001 <0,001
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Per verificare se il discostamento fosse imputabile ad uno squilibrio effettivo nelle 
popolazioni o ad una dipendenza da loci in disequilibrio è stata testata l’ipotesi nulla 
di deficit di eterozigoti rispetto all’equilibrio di Hardy-Weinberg per ogni locus in 
ogni popolazione. In nessun caso è stata riscontrata la presenza di popolazioni in 
deficit per tutti e 5 i loci, ma per un numero di 1-2 loci in 5 popolazioni su 6. L’unica 
popolazione che ha mostrato un valore significativo di deficit nella maggior parte 
dei loci presi in esame è quello della popolazione di TEU con 4 loci che mostrano 
significatività anche dopo correzione per test multipli FDR. Da segnalare tuttavia la 
presenza di un significativo deficit di eterozigoti nei loci OC3, altamente significativo 
in tutte le popolazioni ad eccezione di SUP e OV12, risultato in deficit nelle 
popolazioni di CSA, ALG, SUP e TEU. 
Si è inoltre valutata l’ipotesi nulla di eccesso di eterozigoti per il test multi-locus di 
Hardy-Weinberg. In questo caso tutti i valori di probabilità per i campioni presi in 
esame sono risultati molto alti e quindi non significativi (Tabella 12). Anche i valori 
di probabilità per ogni locus hanno sempre mostrato valori non statisticamente 
significativi, consentendo di rigettare l’ipotesi nulla di eccesso di eterozigoti nella 
popolazione sarda. 
Tabella 12. Test multi-locus del disequilibrio di Hardy-Weinberg per l'ipotesi nulla di eccesso di eterozigoti. 
 
5.1.4 Alleli nulli e coefficiente di inbreeding 
Per valutare le cause del discostamento dall’equilibrio di Hardy-Weinberg si è 
indagato sui fattori che incidono sulle frequenze genotipiche del campione, facendo 
riscontrare un aumento del valore degli omozigoti e quindi una presenza di deficit 
di eterozigosità rispetto ai valori attesi.  
I campioni sono stati quindi analizzati con il software FreeNa, il quale ha permesso 
una stima del valore massimo di probabilità per la frequenza degli alleli nulli (Null) 
per quel dato locus con il metodo di Dempster et al. (1977). In tutti i loci si è 
riscontrata una frequenza massima nel campione di CSA con il locus OV12, mentre 
il valore minimo di zero viene riscontrato in diverse popolazioni con diversi loci 
(Tabella 13). Se si osservano i dati del campione totale comunque i valori risultano 
ecc-HW CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
Globale ns ns ns ns ns ns ns
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sempre inferiori al 10%, con un valore medio tra tutti i loci del 4,1%. Il valore più 
alto è risultato essere quello del locus OC3 (8,4%) mentre il valore più basso è da 
attribuire al locus OV10, con solo l’1,3% di frequenza di alleli nulli.  
Tabella 13. Valori di frequenza degli alleli nulli (Null) per ogni locus microsatellite calcolati con il software FreeNa. 
 
Per questo calcolo inoltre è stato utilizzato il software INEST v2.0, che prende in 
considerazione i valori di inbreeding e la presenza di errori di genotipizzazione per 
una stima più accurata della presenza di alleli nulli. Per considerare l’influenza dei 
vari fattori nel calcolo della presenza di alleli nulli si è prima proceduto con il 
valutare quale fosse il modello più adatto per rappresentare i nostri dati, calcolando 
per ogni popolazione il valore di DIC che assumevano i vari modelli (con n>0) presi 
in esame. In Tabella 14 sono evidenziati i valori di DIC più bassi per ogni popolazione 
che corrispondono ai modelli utilizzati per il calcolo degli alleli nulli. Come si può 
notare per 4 popolazioni su 6 e per il campione totale il modello migliore è risultato 
quello che tiene conto solo del valore degli alleli nulli (modello n), mentre per le 
popolazioni di CFE e di TEU sono risultati più adatti modelli che includono nel 
calcolo anche gli errori di genotipizzazione (modello nb) e il coefficiente di 
inbreeding (modello nf), rispettivamente. Esaminando la popolazione sarda 
complessivamente il valore di DIC più basso è risultato con il modello n che include 
solo il valore degli alleli nulli. 
Tabella 14. Valori di DIC associati ai modelli di INEST testati per il calcolo della presenza di alleli nulli. 
 
Null OC3 OC8 OV6 OV10 OV12 media
CFE 0,058 0 0 0 0 0,012
SIN 0,115 0 0 0,035 0 0,030
CSA 0,096 0 0,016 0,045 0,139 0,059
ALG 0,093 0 0 0 0,104 0,039
SUP 0 0,021 0 0,015 0,074 0,022
TEU 0,082 0,060 0,074 0 0,050 0,053
totale 0,084 0,026 0,015 0,013 0,067 0,041
DIC CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
nfb 1379,675 1499,521 1354,024 1234,483 1162,900 2608,609 9497,943
nf 1384,734 1498,903 1353,284 1233,975 1162,411 2607,655 9497,983
nb 1378,055 1498,158 1353,389 1233,053 1161,592 2610,782 9496,638
n 1383,341 1497,624 1352,888 1232,894 1160,920 2610,825 9496,357
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Il programma ha permesso di riportare quindi il calcolo della stima degli alleli nulli 
(Null) con gli intervalli di maggiore densità (HPD) per i modelli risultati più adatti 
secondo la valutazione del DIC (Tabella 15). 
Tabella 15. Valori di alleli nulli (Null) e intervalli di densità relativi (HPD) per popolazione e per locus calcolati 
con il programma INEST mediante i modelli risultati maggiormente adatto secondo il calcolo del DIC. 
 
La probabilità di riscontrare alleli nulli mostra dei risultati simili al metodo di 
Dempster et al (1977) implementato in FreeNa. In particolare, quando si analizza la 
popolazione sarda complessivamente, i valori più alti vengono riscontrati, anche in 
questo caso, per i loci OC3 e OV12, tuttavia sempre con valori modesti che non 
superano l’8%. Anche gli intervalli di densità per questi due valori sono risultati 
abbastanza ridotti, facendo supporre che il dato sia solido e ci sia una seppur minima 
presenza di alleli nulli. Anche valutando le singole popolazioni, si nota che la 
maggior parte dei dati mantiene sempre un valore ridotto, tuttavia gli intervalli di 
densità spesso coinvolgono la probabilità di non riscontrare alleli nulli (intervallo di 
densità inferiore =0) portando a considerare non significativo il valore calcolato. 
Considerando che la frequenza degli alleli è risultata bassa per entrambi i software 
utilizzati, si è deciso di proseguire con ulteriori analisi per la valutazione delle cause 
del deficit di eterozigoti che causa il disequilibrio di Hardy Weinberg. 
 
Null OC3 OC8 OV6 OV10 OV12
(HPD)
CFE 0,029 0,009 0,008 0,014 0,007
(0 - 0,08) (0 - 0,04) (0 - 0,04) (0 - 0,06) (0 - 0,03)
SIN 0,083 0,011 0,013 0,035 0,017
(0,02 - 0,16) (0 - 0,04) (0 - 0,05) (0 - 0,10) (0 - 0,06)
CSA 0,079 0,025 0,042 0,059 0,140
(0,01 - 0,15) (0 - 0,07) (0 - 0,10) (0 - 0,13) (0,06 - 0,22)
ALG 0,068 0,020 0,014 0,027 0,083
(0 - 0,14) (0 - 0,06) (0 - 0,05) (0 - 0,09) (0 - 0,16)
SUP 0,009 0,020 0,014 0,027 0,046
(0 - 0,04) (0 - 0,07) (0 - 0,05) (0 - 0,10) (0 - 0,11)
TEU 0,022 0,016 0,023 0,008 0,014
(0 - 0,08) (0 - 0,06) (0 - 0,08) (0 - 0,04) (0 - 0,06)
totale 0,078 0,035 0,021 0,023 0,072
(0,05 - 0,11) (0,01 - 0,06) (0 - 0,04) (0 - 0,05) (0,04 - 0,10)
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Altro valore preso in considerazione è quello relativo al coefficiente di inincrocio FIS 
delle popolazioni, calcolato secondo il metodo di Weir e Cockerham (1984) con il 
programma Genepop v4.2 (Rousset 2008) e con il metodo bayesiano del programma 
INEST v2.0 (Chybicki e Burczyk 2009). Per quanto riguarda quest’ultimo il calcolo 
del FIS è stato preceduto dalla valutazione del modello più adatto mediante la 
valutazione dei valori del DIC per i modelli per il calcolo dell’inbreeding (f>0; Tabella 
16). I valori hanno mostrato un valore di inincrocio influenzato dalla presenza di 
alleli nulli (modello nf) per le popolazioni di SIN, CSA, ALG e SUP. La popolazione di 
CFE mostra come valore più basso quello relativo al modello fb, calcolato 
considerando l’influenza degli errori di genotipizzazione sull’inbreeding, mentre in 
TEU risulta migliore il calcolo dell’inincrocio senza coinvolgimenti con altri fattori. 
Quando si prendono in considerazione le popolazioni complessivamente, il modello 
più adatto è risultato quello che tiene conto di tutti e tre i fattori (alleli nulli, 
inbreeding, errori di genotipizzazione; modello nfb).  
Tabella 16. Valori di DIC associati ai modelli di INEST testati per il calcolo del coefficiente di inbreeding. I test non 
effettuati (ne) per il modello f sono relativi alle popolazioni in cui ci sono alleli mancanti, in quanto il programma 
INEST non ha permesso il test senza che fosse compreso uno degli altri parametri per giustificare l’assenza del dato. 
 
In Tabella 17 sono riportati i valori di FIS con relativo valore di probabilità, corretto 
per test multipli FDR, per il software Genepop, mentre per il software INEST sono 
stati considerati i valori relativi ai modelli risultati più adatti secondo il calcolo del 
DIC. 
Tabella 17. Coefficiente di inbreeding (FIS) calcolato con i software Genepop e INEST per le popolazioni sarde. 
 
DIC CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
nfb 1379,675 1499,521 1354,024 1234,483 1162,900 2608,609 9497,943
nf 1384,734 1498,903 1353,284 1233,975 1162,411 2607,655 9497,983
fb 1378,596 1504,407 1360,204 1238,488 1163,829 2607,228 9511,177
f ne 1503,730 ne 1237,614 1163,360 2607,090 ne
FIS CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
Genepop 0,033 0,078 0,131 0,098 0,057 0,118 0,086
Pvalue ns <0,05 <0,001 <0,001 <0,05 <0,001 <0,001
INEST 0,022 0,030 0,045 0,033 0,027 0,120 0,026
(HPD) (0 - 0,06) (0 - 0,08) (0 - 0,11) (0 - 0,10) (0 - 0,08) (0,07 - 0,17) (0 - 0,06)
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Figura 14. Grafico del valore di FIS per ogni popolazione calcolato con il programma Genepop (blu) e INEST 
(celeste). 
Nel primo caso, utilizzando il metodo di Weir e Cockerham (1984), i valori di FIS 
hanno mostrato un valore maggiore di zero in 5 popolazioni su 6, con un valore di 
probabilità altamente significativo (P<0.001) nelle popolazioni di CSA (FIS=0,131), 
ALG (FIS=0.098) e TEU (FIS=0,118). L’ unico campione che non mostra significatività 
è CFE con il valore di FIS di 0,033 (Tabella 17 e Figura 14). 
L’analisi mediante il software INEST v2.0, ha mostrato come i valori risultino più 
bassi del precedente metodo, indicando un coefficiente di inbreeding molto esile in 
5 popolazioni su 6, con l’eccezione del campione di TEU, che mostra come valore un 
dato molto simile al precedente metodo. Il dato è confermato anche dai valori di DIC 
che mostrano il modello più adatto per la popolazione di TEU legato esclusivamente 
al coefficiente di inincrocio, mentre in tutte le altre popolazioni l’inbreeding è 
sempre influenzato da uno o più parametri. Tuttavia i valori per il totale della 
popolazione sarda risulta molto basso e con l’intervallo di densità inferiore 
coincidente con zero, indicando che il livello di inincrocio non può giustificare il 
discostamento dall’equilibrio di Hardy-Weinberg. 
5.1.5 Differenziazione delle popolazioni 
Il software Arlequin v3.5 è stato utilizzato per valutare la differenziazione tra le 
coppie di popolazioni analizzate in modo da indagare al meglio l’eventuale 
strutturazione del campione sardo. L’analisi del numero medio delle differenze tra 
coppie di popolazioni è riportato in Figura 15. 
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Figura 15. Matrice grafica del numero medio di differenze calcolati all'interno delle popolazioni (in arancio), tra 
coppie (verde) e Distanza di Nei (blu), ottenuta con il software Arlequin. 
I quadrati in sfumature di arancio posti in diagonale indicano le differenze interne 
alle popolazioni indicando come campione più vario al suo interno quello di ALG, 
mentre risultano tra i più omogenei CSA e CFE. Per quanto riguarda le coppie di 
popolazioni invece sono state analizzate le differenze tra popolazioni (in verde) e le 
stesse differenze corrette secondo la formula della distanza di Nei (in blu) I valori 
risultano molto bassi e si mette in evidenzia tra le distanze di Nei il dato tra le 
popolazioni di CSA e TEU, e con valori più bassi il dato tra CSA e SIN e la popolazione 
di Capo Ferrato (CFE) con CSA, ALG e TEU. 
I valori di FST tra coppie di popolazioni (Tabella 18 sotto la diagonale) sono risultati 
essere tutti estremamente bassi e privi di significatività statistica. Inoltre, il dato più 
alto (0,008), è quello misurato tra le aree di CSA e TEU, che risultano anche le più 
distanti geograficamente, ed è l’unico valore che è significativo statisticamente tra 
tutti i valori confrontati. Tuttavia questo valore perde la sua significatività dopo 
correzione FDR. 
Per valutare la differenziazione delle coppie di popolazioni sono stati presi in esame 
anche i valori di DEST calcolati con il pacchetto di R Demetics. Anche in questo caso i 
valori risultano bassi e le uniche coppie che mostrano dei valori significativi sono 
TEU-CFE, risultata tra i dati più alti anche con FST e TEU-CSA, unica coppia 
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significativa anche con il precedente indice. Anche in questo caso tuttavia dopo la 
correzione per test multipli FDR nessuno dei valori di probabilità mantiene 
significatività statistica.  
Tabella 18. Valori di FST calcolato tra coppie di popolazioni (sotto la diagonale) e valori di DEST (sopra). I valori 
sottolineati sono risultati significativi solo prima della correzione, nessun valore mantiene la significatività 
statistica dopo la correzione FDR 
 
A partire dalle matrici di dati degli indici di FST e DEST, è stato possibile creare una 
Analisi delle Coordinate Principali (PCoA) con il programma GenAlex, per 
visualizzare graficamente le relazioni tra le popolazioni in base alle loro distanze 
genetiche. La PCoA costruita con la matrice delle distanze di FST (Figura 16) mostra 
come le popolazioni di CFE e SIN, appartenenti alla costa orientale della Sardegna, 
sembrino più distanziate dalle altre. Le popolazioni a sinistra del grafico, a loro volta 
sembrano dividersi in due ulteriori sottogruppi, con i campioni di TEU e ALG che 
occupano la parte in alto a sinistra mentre le popolazioni di CSA e SUP si ritrovano 
in basso e al centro. La PCoA creata utilizzando l’indice di DEST (Figura 17) mostra 
invece una maggiore differenziazione delle popolazioni di TEU e ALG che occupano 
la parte sinistra del grafico, mentre le altre si dividono la parte destra in due gruppi, 
SUP e CSA in alto e CFE e SIN nella parte bassa del grafico. In realtà le due analisi 
sono risultate abbastanza simili tra loro, mostrando in entrambi i casi una 
differenziazione più marcata tra le popolazioni della costa orientale (CFE e SIN) dai 
campioni di TEU e ALG, con le popolazioni di SUP e CSA che occupano una posizione 
intermedia tra i due gruppi. Unica eccezione è mostrata dal gruppo intermedio che 
si avvicina maggiormente al gruppo TEU-ALG con le distanze di FST mentre mostra 
maggiore affinità al gruppo delle popolazioni della costa orientale con l’indice di 
DEST.  
FST\DEST CFE SIN CSA ALG SUP TEU
CFE 0,002 0,051 0,079 0,028 0,095
SIN 0,001 0,061 0,049 0,000 0,046
CSA 0,006 0,006 0,060 0,009 0,106
ALG 0,007 0,004 0,003 0,000 0,023
SUP 0,002 0,000 0,001 0,000 0,061
TEU 0,006 0,003 0,008 0,001 0,004
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Figura 16. Grafico della PCoA ottenuta a partire dalla matrice di valori di FST calcolati con Arlequin. 
 
Figura 17. Grafico della PCoA ottenuta a partire dalla matrice di valori di DEST calcolati con Demetics. 
5.1.6 Struttura genetica della popolazione sarda 
L’analisi della struttura di popolazione del campione sardo è stata indagata 
attraverso l’Analisi Molecolare della Varianza (AMOVA), che ha permesso di testare 
gruppi di popolazioni imposte a priori per verificarne la significatività statistica. Le 
strutture testate sono riportate in Tabella 19. 
Il primo test è stato effettuato mettendo tutte le popolazioni in un gruppo solo. La 
varianza in questo caso è da attribuire con grande maggioranza (99,6%) alla 
differenziazione tra gli individui che compongono le popolazioni ma non vi è segnale 
di differenziazione tra le popolazioni stesse. A conferma l’indice di fissazione FST è 
risultato estremamente basso (0,004) e non significativo. 
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Tabella 19. Analisi dell'AMOVA calcolata per strutture a uno, due o quattro gruppi. La tabella riporta la 
percentuale della varianza da attribuire a individui, popolazioni e gruppi di popolazioni, gli indici di fissazione e il 
valore di probabilità relativo. 
 
Si è indagato inoltre in due strutture che comprendevano due gruppi ciascuna. La 
prima prevedeva una divisione tra popolazioni del sudest (CFE, SIN, TEU) e del 
nordovest (CSA, ALG, SUP) della Sardegna. Nel secondo caso si è deciso di separare 
la popolazione di CSA da tutte le altre. In entrambi i casi si evidenzia una sostanziale 
mancanza di strutturazione con tutti valori di fissazione risultati non significativi e 
il valore percentuale della varianza da attribuirsi alle differenze tra individui. 
Quando si testa una struttura a 4 gruppi, dividendo le popolazioni in base alla 
posizione geografica (nord, sud, ovest, est) il risultato si mostra molto simile con una 
varianza dovuta alle differenze all’interno delle popolazioni (99,6%), tuttavia il 
valore di FCT, che mostra il livello di fissazione tra i gruppi, risulta leggermente 
significativo anche se con un valore basso (FCT=0,005; P=0,03). 
5.1.7 Analisi discriminante delle componenti 
Il pacchetto Adegenet, scritto per il software R, è stato utilizzato per valutare l’analisi 
discriminante delle componenti (DAPC). È stato per prima cosa trovato il numero 
ottimale di componenti, ottenuto attraverso il calcolo dell’a-score (PCs=50), come 
riportato in Figura 18. 
Struttura % varianza Indici di fissazione Pvalue
1 gruppo (CFE,SIN,CSA,ALG,SUP,TEU)
tra popolazioni 0,36 FST = 0,004 ns
entro le popolazioni 99,64
2 gruppi (CFE,SIN,TEU)(CSA,ALG,SUP)
tra gruppi 0,19 FCT = 0,002 ns
tra popolazioni entro i gruppi 0,25 FSC = 0,003 ns
entro le popolazioni 99,56 FST = 0,004 ns
2 gruppi (CFE,SIN,ALG,SUP,TEU)(CSA)
tra gruppi 0,23 FCT = 0,002 ns
tra popolazioni entro i gruppi 0,29 FSC = 0,003 ns
entro le popolazioni 99,48 FST = 0,005 ns
4 gruppi (CFE,SIN)(CSA)(ALG,SUP)(TEU)
tra gruppi 0,45 FCT = 0,005 0,03
tra popolazioni entro i gruppi -0,04 FSC = -0,001 ns
entro le popolazioni 99,59 FST = 0,004 ns
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Figura 18. Determinazione del valore ottimale di PC per l'analisi della DAPC 
L’analisi della DAPC, riportata in Figura 19, mostra una nuvola di punti centrale in 
cui vengono coinvolti individui di tutte le popolazioni, mentre man mano che ci si 
allontana dal centro si notano meglio le differenze tra le varie località, tuttavia non 
denotando particolari cluster tra le varie aree analizzate.  
 
Figura 19. Grafico della DAPC delle popolazioni sarde ottenuta tramite Adegenet 
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Si è valutato anche il numero di cluster presenti nel campione sardo mediante 
l’analisi del valore di BIC minore (Figura 20 A). Il numero di 3 cluster è risultato 
ottimale (con il BIC minore) tuttavia l’analisi della proporzione di individui delle 
varie popolazioni all’interno dei cluster ha mostrato una sostanziale omogeneità del 
campione sardo, mostrando una divisione estremamente simile in tutte le 
popolazioni nei 3 cluster (Figura 20 B), il che conferma i risultati della DAPC. 
5.1.8 Analisi bayesiana dei cluster 
L’analisi dei cluster secondo il metodo bayesiano è stata effettuata tramite il 
software Structure v2.3.4. Il programma ha permesso di testare quale fosse il 
numero di cluster ideale in cui suddividere i 189 individui analizzati in questo studio 
per valutare un’eventuale strutturazione della popolazione, senza una divisione a 
priori in base alla provenienza geografica o a gruppi impostati a priori 
dall’operatore (admixture model). Sono stati testati un numero massimo di 9 cluster 
(K), ottenuti dal numero delle popolazioni (6) più 3 gruppi aggiuntivi. Il test è stato 
effettuato con una catena marcoviana di 500000 e un periodo di Burnin di 100000, 
ripetendo l’analisi 25 volte. 
Per il calcolo del valore di K più probabile di sono utilizzati due metodi; con il calcolo 
del ΔK (con Structure Harvester), il valore più alto, quindi quello considerato il più 
probabile, è risultato quello relativo alla divisione in 3 gruppi genetici, mentre 
Figura 20. A) Valore di BIC per la valutazione del numero di cluster ottimale; B). Divisione delle popolazioni nei 3 
cluster ottenuti 
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considerando i valori di ΔFST (ottenuti con Corrsieve), il numero di cluster 
considerato più adatto è stato quello relativo a K2, seguito da K3 (Figura 21). 
 
Figura 21. Grafico del valori di ΔK (in blu) e ΔFST (in celeste) calcolati per i diversi K. 
Si riportano di seguito i grafici relativi all’assegnazione degli individui ai gruppi, nei 
quali ogni individuo viene riportato come una barra verticale, colorata in 
proporzione al valore di probabilità Q che l’individuo appartenga ad un particolare 
cluster. I grafici sono stati creati tenendo conto della media dei valori ottenuti nelle 
25 ripetizioni effettuate per la struttura K2 (Figura 22) e K3 (Figura 23), ottenuta 
attraverso il programma CLUMPP v1.1.2 e riportata graficamente con il software 
Distruct v1.1. 
 
Figura 22. Grafico relativo alle probabilità di assegnazione ad un cluster (Q) per ogni individuo calcolato per K2, 
relativo al calcolo del ΔFST, ottenuto con Corrsieve. 
Dall’analisi del grafico per K2 si nota che la maggior parte degli individui sono 
assegnati ad uno stesso cluster (in celeste in Figura 22). L’unica popolazione che 
mostra alcuni individui con una maggior probabilità di assegnazione Q al secondo 
cluster sono risultati nella popolazione di TEU.  
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Figura 23. Grafico relativo alle probabilità di assegnazione ad un cluster (Q) per ogni individuo calcolato per K3, 
relativo al calcolo del ΔK ottenuto con Structure Harvester. 
Anche dall’analisi del grafico per K3 (Figura 23) risulta una predominanza 
all’appartenenza ad un solo cluster (celeste), mentre gli altri due risultano meno 
probabili tranne che per qualche individuo, soprattutto nel campione di TEU che 
risulta appartenente al secondo (azzurro) e al terzo cluster (blu). Anche in questo 
caso si è analizzato il valore di probabilità di assegnazione Q in relazione agli 
intervalli di credibilità, andando a vedere per quali valori di Q gli intervalli non 
risultassero sovrapposti. 
In entrambi i casi considerando una soglia per Q = 90%, gli unici individui attribuibili 
con certezza sempre relativi al primo gruppo (celeste nelle Figura 22 e Figura 23), 
mentre gli altri due gruppi mostrano valori di probabilità che tendono a sovrapporre 
i loro intervalli di credibilità. 
5.1.9 Connettività delle popolazioni 
La connettività tra le popolazioni è stata indagata tramite il calcolo del numero di 
migranti tra coppie di popolazioni, effettuato attraverso il software Arlequin. Il 
programma ha permesso la creazione di una matrice in cui viene riportato il numero 
di individui che verrebbero scambiati tra due popolazioni misurato in base al 
numero di individui che due popolazioni di una certa taglia scambiano ad ogni 
generazione. 
Come si può vedere nella Tabella 20 i migranti risultano in numero elevato in tutte 
le coppie di popolazioni con un numero minimo di 65 individui tra le popolazioni di 
Castelsardo (CSA) e Teulada (TEU) fino ad un valore tendente ad infinito per le 
coppie SUP-SIN e SUP-ALG. Questo dato indica un elevato flusso genico tra le 
popolazioni, che assicura una notevole connettività genetica tra tutti i campioni 
sardi presi in esame, confermando l’assenza sostanziale di una strutturazione delle 
popolazioni. 
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Tabella 20. Numero di migranti assoluto calcolato tra coppie di popolazioni. 
 
5.1.10 Mantel Test 
Il servizio web IBDWS (Isolation by Distance Web Service) è stato utilizzato per 
calcolare tramite il Mantel Test la correlazione della distanza genetica e la distanza 
geografica tra le popolazioni sarde. Le distanze genetiche sono state calcolate come 
FST/(1-FST) mentre le distanze geografiche sono state ottenute dal logaritmo 
naturale della distanza tra gli individui in chilometri. Il test non ha mostrato un 
legame tra la distanza genetica e quella geografica (R2=0,0785; P=0,86), 
permettendo così di scartare l’ipotesi di un isolamento per distanza su base 
geografica (Figura 24). 
 
Figura 24. Grafico del Mantel Test per la valutazione della correlazione tra distanze genetiche [FST/(1-FST)] e 
distanze geografiche [ln(dist.Km)]. 
M CFE SIN CSA ALG SUP TEU
CFE
SIN 356,7
CSA 87,1 76,8
ALG 76,1 129,5 148,9
SUP 231,7 inf 946,1 inf
TEU 80,3 155,7 64,9 467,6 141,0
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5.1.11 Dimensione effettiva della popolazione  
Il calcolo della dimensione effettiva della popolazione è stato effettuato con il 
metodo del Linkage Disequilibrium (LDNe) attraverso l’utilizzo del software 
NeEstimator v2.01. I valori riportati in tabella e nel grafico in figura, mostrano dei 
valori alti che vanno da un minimo di 62,2 (TEU) fino a valori infiniti (CFE e CSA). 
Tuttavia la presenza di intervalli di confidenza estremamente ampi (limite superiore 
tendente a infinito in 5 popolazioni su 6) non permette di ritenere tali cifre affidabili 
per una valutazione corretta della popolazione. 
Tabella 21. Valori di dimensione effettiva delle popolazioni calcolate con il metodo del Linkage Disequilibrium 
(LDNe) e relativi limiti minimo e massimo al 95%. 
 
  
Figura 25. Grafico dei valori di dimensione effettiva della popolazione (LDNe) e relativi intervalli di confidenza. 
Il valore della dimensione effettiva della popolazione Ne è stato calcolato anche 
mediante il programma ONeSAMP (Tabella 22 e Figura 26). In questo caso i valori si 
sono dimostrati nettamente più bassi del metodo LDNe, riportando degli intervalli 
molto più piccoli ed affidabili. Il dato più alto con ONeSAMP è stato quello della 
popolazione di ALG che mostra un valore di Ne di 38,3, mentre il valore minimo è 
stato riscontrato nel campione di SIN con 3,2. 
LDNe min95% max95%
CFE infinito 77,1 infinito
SIN 133,0 31,0 infinito
CSA infinito 50,3 infinito
ALG 267,4 49,4 infinito
SUP 71,4 28,3 infinito
TEU 62,2 35,2 153,8
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Tabella 22. Valori di Ne e relativi intervalli di confidenza calcolati con il software ONeSAMP. 
 
 
Figura 26. Grafico dei valori di Ne con i rispettivi intervalli di confidenza calcolati con il programma ONeSAMP. 
5.1.12 Demografia della popolazione 
La demografia della popolazione per i loci microsatelliti è stata analizzata testando 
la presenza di cambiamenti demografici passati. 
Per valutare l’espansione della popolazione sono stato effettuati il g-test (Growth 
test) e il K-test, realizzati con la macro di Excel Kg-test (Tabella 23). Per il primo la 
significatività del valore ottenuto per ogni popolazioni è data dal confronto con i 
valori riportati da Reich et al. (1999), riportati in tabella. Per popolazioni fino a 40 
individui, analizzate con un massimo di 5 loci, il valore di significatività deve essere 
g<0,08. Dal confronto con i valori ottenuti per tutte le popolazioni sarde e per il 
totale degli individui analizzati è sempre risultato molto maggiore della 
significatività e quindi ha permesso di escludere la presenza nel campione sardo di 
segnali che indicano un’espansione della popolazione. Per quanto riguarda il K-test 
tutti i campioni mostrano un valore di probabilità estremamente alto portando ad 
escludere, anche in questo caso, l’ipotesi di espansione della popolazione. 
ONeSAMP min95% max95%
CFE 9,6 8,0 11,6
SIN 3,2 2,9 3,4
CSA 15,7 11,8 21,2
ALG 38,3 26,6 58,2
SUP 25,0 17,9 35,0
TEU 31,7 27,6 37,4
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Tabella 23. Valori del test di g e del test di K. La significatività per popolazioni fino a 40 individui analizzate con 5 
loci è g<0,08 per il test di g, mentre k<0,05 per il test di K. 
 
È stata testata inoltre la possibilità di una riduzione della popolazione. L’analisi dei 
valori di probabilità del Wilcoxon signrank test, effettuato con il software Bottleneck 
1.2.02, è stata analizzata perché generalmente risulta accostata ad un passato collo 
di bottiglia (bottleneck). La Tabella 24 mostra i valori di probabilità associati 
all’eccesso di eterozigoti calcolati con i tre test di evoluzione IAM, TPM e SMM, 
elencati per ogni popolazione e per il totale degli individui. Prendendo in esame il 
valore di probabilità relativo al totale della popolazione risulta una significatività 
solo con il modello IAM, mentre con gli altri due modelli il campione non presenta 
un eccesso di eterozigoti imputabile ad un bottleneck passato. Considerando i valori 
delle singole popolazioni si può notare inoltre come con il modello IAM si trovino 
valori di probabilità significativi in tutte le popolazioni ad esclusione di CFE, mentre 
nel modello TPM risultino in eccesso di eterozigoti statisticamente significativo solo 
per 2 popolazioni su 6 (SIN e SUP) e nessun valore di probabilità risulta significativo 
nel modello SMM, escludendo la presenza di una drastica riduzione di popolazione 
avvenuta in tempi passati. Tuttavia va preso in considerazione anche che in base al 
numero dei loci microsatelliti in esame inferiore a 20, il modello più adatto 
risulterebbe il Two-Phase Model (TPM), che conferma i risultati del modello SMM 
non evidenziando in nessuna popolazione un eccesso di eterozigoti e quindi 
escludendo la presenza di un evento di collo di bottiglia. 
Tabella 24. Valori di probabilità associati all'eccesso di eterozigoti calcolati attraverso il Wilcoxon signrank test, 
con i tre modelli IAM, TPM, SMM, utilizzando il software Bottleneck. 
 
Un ulteriore test (mode-shift), ha confermato l’assenza di un collo di bottiglia in tutte 
le popolazioni considerate. Infatti, come mostrato nei grafici di Figura 27, gli alleli 
CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
g-test 0,856 0,282 1,097 0,439 0,654 0,452 0,536
K-test 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
CFE SIN CSA ALG SUP TEU totale
IAM 0,078 0,016 0,047 0,031 0,016 0,016 0,016
TPM 0,953 0,922 0,953 0,406 0,406 0,969 0,984
SMM 0,984 0,953 0,953 0,500 0,688 0,984 1,000
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che presentano maggiore frequenza, sono quelli più rari, situazione opposta rispetto 
a quanto accade in popolazioni che hanno subito di recente un forte decremento 
demografico. I grafici seguono il tipico schema di L-shaped distribution tipico di 
popolazioni stabili nel tempo (Maltagliati et al. 2002). 
 
Figura 27. Grafici relativi al mode-shift per tutte le popolazioni analizzate e per il totale degli individui. Tutti i 
grafici assumono la forma tipica a L (L-shaped distribution).  
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5.1.13 Dispersione differenziale legata al sesso 
Il test di assegnazione corretta di GeneAlEx permette di testare e rilevare una 
dispersione differenziale legata al sesso definita Sex-biased dispersal (Mossman e 
Waser 1999). 
Il grafico in Figura 28 mostra i valori medi di AIc rispetto al sesso. Il test mostra un 
dato negativo per i maschi mentre risulta positivo quello relativo al sesso femminile. 
Questo fa ipotizzare che i primi siano il sesso che ha maggiore capacità di 
dispersione mentre le femmine sembrerebbero avere abitudini più stanziali. La 
differenza tra i due valori è tuttavia minima, con una grande deviazione standard, 
pertanto non risulta significativa. 
 
Figura 28. Grafico dei valori medi di AIc per maschi e femmine calcolati con GenAlEx. 
Per valutare al meglio le eventuali differenze tra i due sessi è stato utilizzato il 
software FSTAT, con cui è stato possibile calcolare gli indici genetici di FST e FIS, 
l’indice di parentela (r) e la media e la varianza degli Indici di Assegnazione corretti 
(rispettivamente mAIc e vAIc) tra individui dello stesso sesso (Tabella 25). Nessun 
indice calcolato per gli individui analizzati in questo studio è risultato significativo. 
Tabella 25. Principali indici di differenziamento per gli individui separati per sesso. Sono riportati gli indici FST e 
FIS, l'indice r di parentela e la media e la varianza degli indici di assegnazione corretti (mAIc e vAIc). 
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Valori medi di AIc per maschi e femmine
Maschi Femmine Pvalue
FST 0,0066 0,0000 ns
FIS 0,0902 0,0912 ns
r 0,0120 -0,0010 ns
mAIc -0,0266 0,0312 ns
vAIc 6,4024 4,9165 ns
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6.1 RISULTATI COI IN SARDEGNA 
Il primo dei due marcatori mitocondriali utilizzati in questo lavoro di tesi è il 
frammento di Folmer, porzione 5’-terminale del gene della subunità 1 della 
Citocromo Ossidasi. L’amplificazione è stata effettuata mediante l’utilizzo dei 
primers HCO2198 e LCO1490, ottenendo sequenze di lunghezza di 700 pb. Dopo 
l’ottimizzazione della reazione di PCR la resa degli amplificati è risultata 
quantitativamente superiore a 100ng/µl, come si nota dal confronto con marcatore 
a peso specifico noto (Thermo scientific GeneRuler™ 100bp DNA Ladder) nella Figura 
30. Inoltre anche la qualità degli amplificati è stata eccellente come mostrato dalla 
presenza bande nette e pulite. 
 
Figura 30. Esempio di amplificazione di COI su gel di agaroso. La figura mostra le bande ad altezza specifica, il 
campione di controllo pulito e il marcatore molecolare a peso noto. 
Figura 29. Località e numero di sequenze ottenute per 
l’analisi con il marcatore mitocondriale COI nei 7 siti di 
campionamento sardi. 
Località Codice Sequenze
Capo Ferrato CFE 26
Siniscola SIN 31
Castelsardo CSA 33
Alghero ALG 36
Su Pallosu SUP 23
Golfo di Cagliari GOL 6
Teulada TEU 67
TOTALE 222
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Il sequenziamento è stato effettuato, mediante il servizio Ez-seq di Macrogen®, su 
unico filamento utilizzando il primer LCO1490. La qualità dei cromatogrammi è 
stata eccellente con l’ottenimento di 222 sequenze da 7 località (Figura 29). Dopo il 
taglio delle zone di innesco dei primers l’allineamento finale è risultato di 628 pb. 
6.1.1 Identificazione del modello evoluzionistico 
Prima di proseguire con le analisi delle sequenze si è proceduto con l’identificazione 
del modello evoluzionistico ideale per un allineamento complessivo di 222 sequenze 
lunghe 628 pb. Il test effettuato mediante il programma MEGA v6 ha mostrato per 
le successive analisi del COI come modello più adatto, ovvero quello che ha mostrato 
il valore di BIC inferiore, il modello Tamura 3 parametri T92 (Tamura 1992). Il 
modello è stato utilizzato per il calcolo delle distanze genetiche tra individui e tra 
popolazioni, dove non è specificato diversamente. 
Tabella 26. Confronto tra modelli di evoluzione nucleotidica per l’allineamento delle sequenze di COI. Per ogni 
modello sono riportati i valori di BIC (Bayesian Information Criterion), AICc (Akaike Information Criterion, 
corrected), Maximum Likelihood value (lnL). Abbreviazioni: GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-
Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor 
.  
  
Model BIC AICc lnL
T92 7218,99 2860,39 -985,78
T92+G 7225,97 2857,54 -983,35
T92+I 7230,79 2862,36 -985,76
HKY 7233,45 2855,19 -981,16
T92+G+I 7237,79 2859,53 -983,33
HKY+G 7240,52 2852,42 -978,78
TN93 7244,02 2855,92 -980,53
HKY+I 7245,15 2857,05 -981,09
TN93+G 7251,31 2853,38 -978,25
HKY+G+I 7252,33 2854,40 -978,76
TN93+I 7255,81 2857,88 -980,50
TN93+G+I 7263,04 2855,28 -978,19
JC 7265,78 2926,84 -1021,02
K2 7266,56 2917,80 -1015,49
JC+G 7272,77 2924,00 -1018,59
K2+G 7273,60 2915,00 -1013,09
GTR 7276,82 2859,22 -979,16
JC+I 7277,57 2928,80 -1020,99
K2+I 7278,38 2919,78 -1015,47
GTR+G 7283,99 2856,57 -976,82
JC+G+I 7284,57 2925,97 -1018,57
K2+G+I 7284,96 2916,53 -1012,84
GTR+I 7288,59 2861,16 -979,12
GTR+G+I 7295,75 2858,49 -976,78
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6.1.2 Caratterizzazione della variabilità genetica 
La variabilità genetica calcolata attraverso le sequenze di COI delle popolazioni 
sarde è stata riportata in Tabella 27. 
Tabella 27. Tabella descrittiva per le popolazioni sarde e il campione totale analizzate mediante COI. Sono 
riportati il numero di sequenze (N), il numero di aplotipi (Ha), il numero di siti variabili (SV), sostituzioni (sost), 
transizioni (ts), transversioni (tv), inserzioni e delezioni (indels), il numero medio di differenze nucleotidiche (k), la 
diversità aplotipica (Hd) e la diversità nucleotidica (π) con relative deviazioni standard (sd). 
 
In totale sono state analizzate 222 sequenze provenienti da 7 località. Il numero 
totale di siti variabili (SV) riscontrato è pari a 16, mentre sono stati trovati 
complessivamente 17 aplotipi (Ha). Il numero massimo di aplotipi è stato 
riscontrato nella popolazione di TEU con 10 aplotipi e 11 siti variabili trovati. Il 
valore minimo è rappresentato dal campione di GOL con 3 aplotipi e 6 siti variabili. 
Tuttavia questo dato può essere fuorviante, in quanto le popolazioni rappresentano 
anche il numero più alto e più basso di sequenze analizzate. Tra le altre popolazioni 
il numero minore di aplotipi risulta nella popolazione di SUP con 5 aplotipi in 23 
sequenze, mentre il numero più alto è dato dal campione di CFE con 8 aplotipi in 26 
sequenze. Non sono state rilevate inserzioni o delezioni (indels) nel campione ma 
solamente sostituzioni. Le transizioni (ts), ovvero le mutazioni che coinvolgono basi 
di struttura chimica simile (purina-purina, pirimidina-pirimidina) sono risultate 12 
su 16, mentre le transversioni (tv), ovvero le sostituzioni di una purina con una 
pirimidina e viceversa sono state 4. Il numero massimo di transizioni tra le 
CFE SIN CSA ALG SUP GOL TEU TOT
N 26 31 33 36 23 6 67 222
Ha 8 7 6 7 5 3 10 17
SV 9 9 8 9 7 6 11 16
ts 8 7 5 7 6 5 7 12
tv 1 2 3 2 1 1 4 4
sost 9 9 8 9 7 6 11 16
indels 0 0 0 0 0 0 0 0
k 2,56 3,02 3,16 3,03 2,36 3,53 2,84 2,89
Hd 0,766 0,774 0,765 0,779 0,747 0,733 0,782 0,772
sd (Hd) 0,058 0,042 0,044 0,033 0,054 0,155 0,025 0,013
π 0,0041 0,0048 0,0050 0,0048 0,0038 0,0056 0,0045 0,0046
sd  π 0,0006 0,0004 0,0003 0,0004 0,0006 0,0012 0,0003 0,0001
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popolazioni è stato 7, riscontrato in SIN, ALG e TEU, mentre il maggior numero di 
transversioni è di 4 in TEU. 
Il numero medio di differenze nucleotidiche (k) dell’intero campione è stato di 2,89 
differenze, con un valore massimo di 3,53 in GOL e un minimo di 2,36 in SUP. 
Nel grafico (Figura 31) sono riportati i valori di diversità aplotipica (Hd) e diversità 
nucleotidica (π) per le popolazioni sarde e per gli individui in totale. Il valore 
complessivo di diversità aplotipica è 0,772 mentre il valore di diversità nucleotidica 
risulta 0,0046. Per quanto riguarda le singole popolazioni i valori di diversità 
aplotipica risultano molto vicini con valori che vanno da un minimo di 0,733 in GOL 
ad un massimo di 0,782 in TEU. Prendendo in considerazione la diversità 
nucleotidica i valori anche in questo caso si mostrano simili, con il dato più basso 
osservato in SUP (0,0038), mentre quello più alto è da attribuire alla popolazione di 
GOL (0,0056). 
 
Figura 31. Grafico dei valori di diversità aplotipica (Hd) e diversità nucleotidica (π) per le singole popolazioni e 
per l'intero campione sardo calcolate attraverso COI. 
6.1.3 Differenziamento genetico tra le popolazioni 
Il differenziamento tra coppie di popolazioni e la variabilità all’interno delle stesse 
è stata analizzata attraverso il software Arlequin v3.5, attraverso il numero medio 
delle differenze tra le popolazioni. Nella matrice grafica (Figura 32) sono riportati i 
valori medi delle differenze all’interno delle popolazioni (k), identificati con i 
CFE SIN CSA ALG SUP GOL TEU TOT
Hd 0,766 0,774 0,765 0,779 0,747 0,733 0,782 0,772
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quadrati in sfumature di arancio posti in diagonale; valori maggiori corrispondono 
a colori più scuri. Come già affermato precedentemente la popolazione di GOL è 
quella che presenta maggiori differenze tra i suoi individui, mentre la popolazione 
di SUP è quella che risulta più omogenea al suo interno. 
Sempre in Figura 32 sopra la diagonale, riportati in sfumature di verde, sono 
rappresentate le differenze a coppie di popolazioni, mentre sotto la diagonale, in 
sfumature di blu, le distanze medie tra le popolazioni sono riportate corrette 
secondo la formula delle distanze di Nei. Per le differenze medie sono CSA e GOL le 
popolazioni che risultano maggiormente differenziate da tutte le altre, mentre 
quando si prendono in esame i valori delle distanze di Nei si evidenziano come 
maggiormente distanti solo le coppie formate da CSA-CFE (0,28) e da CSA-SUP 
(0,36). 
 
Figura 32. Matrice grafica del differenziamento tra e all'interno delle popolazioni sarde. In diagonale, in sfumature 
di arancio, è rappresentato il numero medio delle differenze calcolato tra gli individui all’interno delle popolazioni 
(k). Sopra la diagonale (in verde) sono riportate le differenze medie tra coppie di popolazioni, mentre al di sotto 
della diagonale (in sfumature di blu) si ritrovano i valori corretti secondo la formula della distanza di Nei [pXY-
(pX+pY)/2]. 
La valutazione del livello di differenziamento tra le popolazioni sarde è stato 
effettuato anche mediante il calcolo dei valori di ΦST a coppie e dei valori di 
probabilità ad essi associati (Tabella 28 e Figura 33). I valori sono risultati per la 
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maggior parte delle coppie bassi e privi di significatività statistica. Gli unici valori 
che hanno mostrato un valore di probabilità minore di 0,05 sono state le coppie CSA-
CFE (ΦST=0,09; P=0,04) e CSA-SUP (ΦST=0,11; P=0,03). Entrambi i valori di ΦST 
tuttavia risultano bassi e perdono la loro significatività dopo la correzione di FDR 
per test multipli. 
Tabella 28. Valori di ΦST (sotto la diagonale) a coppie e rispettiva significatività (sopra la diagonale). Con ns sono 
indicati valori di P>0,05. 
 
 
Figura 33. Matrice grafica dei valori di ΦST a coppie. Colori più scuri indicano valori maggiori di ΦST. 
Lo studio della differenziazione delle popolazioni e della struttura del campione 
sardo è stata studiata con l’utilizzo dell’analisi della varianza molecolare AMOVA 
(Excoffier et al. 1992) calcolata con il software Arlequin v3.5. L’AMOVA ha 
ΦST\P CFE SIN CSA ALG SUP GOL TEU
CFE ns 0,041 ns ns ns ns
SIN 0,00 ns ns ns ns ns
CSA 0,09 0,01 ns 0,032 ns ns
ALG 0,00 0,00 0,01 ns ns ns
SUP 0,00 0,00 0,11 0,01 ns ns
GOL 0,02 0,00 0,00 0,00 0,05 ns
TEU 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00
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consentito di testare se organizzazioni di strutture di popolazione preimpostate 
avessero supporto statistico significativo. In tabella sono riportate le strutture 
analizzate, con il valore percentuale di varianza molecolare attribuibile alle 
differenze tra gruppi di popolazioni, tra popolazioni o tra individui all’interno delle 
popolazioni. Inoltre, sono stati riportati gli indici di fissazione relativi alle strutture 
analizzate e i relativi valori di probabilità. 
Considerando le popolazioni come un unico gruppo si evidenzia come il valore di 
varianza sia attribuibile in grandissima parte (99,7%) alla variabilità degli individui 
all’interno delle popolazioni sarde, mentre le differenze tra popolazioni incidono in 
maniera irrilevante (0,3%). Anche il valore di ΦST globale conferma l’assenza di 
strutturazione nel campione con un valore basso (ΦST=0,003) e un valore di 
probabilità non significativo statisticamente. 
 
Quando si divide il campione sardo in 4 gruppi principali secondo la disposizione 
geografica dei siti campionati (CFE e SIN a est, CSA a nord, ALG e SUP a ovest, GOL e 
TEU a sud) il risultato non mostra differenze significative con un valore di varianza 
entro le popolazioni del 99,5%, mentre il valore della differenze tra gruppi incide 
per l’1,3% e quello tra popolazioni risulta addirittura negativo. Anche in questo caso 
gli indici di fissazione sono stati estremamente bassi e non significativi. 
Struttura % varianza Indici di fissazione Pvalue
1 gruppo (CFE,SIN,CSA,ALG,SUP,GOL,TEU)
tra popolazioni 0,32 ΦST = 0,003 ns
entro le popolazioni 99,68
2 gruppi (CFE,SIN,GOL,TEU)(CSA,ALG,SUP)
tra gruppi -0,55 ΦCT = -0,006 ns
tra popolazioni entro i gruppi 0,65 ΦSC = 0,006 ns
entro le popolazioni 99,90 ΦST = 0,001 ns
2 gruppi (CFE,SIN,ALG,SUP,GOL,TEU)(CSA)
tra gruppi 5,47 ΦCT = 0,055 ns
tra popolazioni entro i gruppi -1,39 ΦSC = -0,015 ns
entro le popolazioni 95,92 ΦST = 0,040 ns
4 gruppi (CFE,SIN)(CSA)(ALG,SUP)(GOL,TEU)
tra gruppi 1,34 ΦCT = 0,013 ns
tra popolazioni entro i gruppi -0,89 ΦSC = -0,008 ns
entro le popolazioni 99,54 ΦST = 0,005 ns
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Anche testando la struttura a due gruppi dividendo nord-ovest (CSA, ALG, SUP) e 
sud-est (CFE, SIN, GOL, TEU) l’AMOVA non da indicazione di strutturazione con un 
valore di varianza attribuibile alle distanze tra gli individui che arriva al 99,9%. 
Si è presa inoltre in esame una struttura a due gruppi confrontando il campione di 
CSA che è risultato distinguersi maggiormente nelle analisi compiute, con tutte le 
altre popolazioni riunite in un unico gruppo. Il livello di varianza attribuibile alle 
differenze tra i gruppi in questo caso è risultato maggiore che in tutte le altre 
strutture testate, arrivando ad un valore del 5,5%. Tuttavia il valore di ΦCT non ha 
mostrato significatività (ΦCT=0,055, ns) e ancora una volta la percentuale maggiore 
di varianza è rappresentato dalla variabilità individuale (>95%). 
Tutte le strutture testate hanno mostrato valori di fissazione bassi e non significativi 
e un livello di varianza sempre attribuibile maggiormente a differenze presenti tra 
gli individui, indicando un’assenza di strutturazione all’interno del campione sardo, 
che risulta essere omogeneo geneticamente. 
La correlazione tra la posizione geografica e le distanze genetiche tra i siti di 
campionamento è stata testata mediante il Mantel Test, applicato grazie al software 
IBDWS disponibile in rete. L’analisi ha permesso di scartare l’ipotesi di un modello 
di isolamento per distanza (IBD), rivelando che non esiste correlazione (R2= 0,0078; 
P=0,62) tra la distanza genetica, calcolata con la formula di Rousset [ΦST/(1-ΦST)], e 
la distanza geografica delle popolazioni calcolata come logaritmo naturale delle 
distanze in chilometri. 
Il grafico relativo all’analisi del Mantel Test è riportato in Figura 34. 
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Figura 34. Grafico del Mantel Test per COI. Le distanze genetiche cono riportate come valori di ΦST, le distanze 
geografiche come logaritmo naturale dei chilometri che separano le località di campionamento. 
6.1.4 Connettività 
La connettività tra le popolazioni è stata analizzata attraverso il calcolo dei migranti 
effettuato con il software Arlequin v3.5. Il numero di migranti assoluto è stato 
calcolato considerando che due popolazioni di taglia N scambino tra loro una 
frazione m di migranti per ogni generazione. La Tabella 29 sottostante riporta i 
valori ottenuti, che mostrano uno scambio molto alto, in alcuni casi infinito, di 
migranti tra le popolazioni, evidenziando un altissimo flusso genico tra i campioni 
sardi. I valori più bassi si riscontrano ancora tra le coppie CSA-CFE (5,3) e CSA-SUP 
(4,1), tuttavia anche pochi migranti sono in grado di assicurare una connettività 
genica tra le popolazioni in grado di omogeneizzare geneticamente il campione e 
non permettere una diversificazione di certe aree che porterebbe ad una 
strutturazione della popolazione. 
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Tabella 29. Numero assoluto di migranti (M) calcolato come numero di migranti per generazione per individui  
 
6.1.5 Demografia della popolazione 
La demografia della popolazione è stata studiata mediante i principali test di 
neutralità e gli indici legati alla distribuzione delle mismatch nelle sequenze sarde. I 
test di neutralità permettono di avere un’indicazione sul fatto che le sequenze in 
analisi si siano evolute in modo neutrale o abbiamo subito delle influenze direzionali 
da parte di eventi demografici quali riduzione drastica della popolazione causata 
dall’eccessiva pesca. I test analizzati in questo studio sono il test D di Tajima e il Test 
FS di Fu (Tabella 30). Entrambi i test mostrano valori di probabilità non significativi 
statisticamente, il che indica un risultato legato ad una popolazione stabile dal punto 
di vista demografico. 
Gli indici legati alla mismatch distribution (Tabella 30) allo stesso modo vanno a 
indagare se in passato ci siano stati degli eventi che hanno portato alla 
modificazione nel numero che compone la popolazione. Questi test testano l’ipotesi 
nulla di espansione demografica o di stabilità permettendo di capire se è avvenuto 
in passato qualche cambiamento demografico in grado di modificare geneticamente 
la popolazione. Con il programma Arlequin si è utilizzato il valore della somma degli 
scarti quadratici (SSD) per testare l’ipotesi di espansione. In questo caso la presenza 
di valori non significativi non ci dà indicazioni chiare sulla demografia della 
popolazione in quanto non è possibile rigettare l’ipotesi nulla di espansione che 
rimane valida. 
L’indice r di Raggedness, allo stesso modo, non mostra valori di probabilità 
significativi; anche in questo caso l’ipotesi di espansione della popolazione rimane 
valida. L’indice R2 di Ramos-Onsins e Rosas, calcolato con il software DNAsp v5, 
testa, al contrario dei precedenti, l’ipotesi nulla di stazionarietà della popolazione. I 
M CFE SIN CSA ALG SUP GOL TEU
CFE
SIN inf
CSA 5,3 39,1
ALG 856,0 inf 52,7
SUP inf inf 4,1 70,7
GOL 19,8 inf inf inf 9,6
TEU inf inf 14,5 inf inf inf
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valori di probabilità risultano tutti non significativi indicando in questo caso una 
popolazione in stabilità demografica. 
Tabella 30. Principali test di neutralità e indici legati alla distribuzione delle mismatch. 
 
È stata presa in analisi anche la forma delle curve della mismatch distribution in 
confronto alla curva attesa per valori di popolazioni in espansione demografica 
(Figura 35). Le curve osservate (linee tratteggiate in blu) hanno mostrato tutte una 
forma molto simile, con un andamento bimodale in tutte le popolazioni sarde 
analizzate, che rispecchia anche l’andamento del campione sardo quando analizzato 
globalmente. Tale distribuzione si discosta notevolmente dalla distribuzione attesa 
per popolazioni che hanno subìto un declino demografico (linea continua viola), 
denotando ancora una volta una propensione dei dati verso un tipo di popolazione 
in stabilità demografica. La distribuzione bimodale indica la presenza di due 
principali gruppi di sequenze differenziati da poche mutazioni. Questa tendenza 
verrà maggiormente approfondita con l’analisi del network degli aplotipi presenti 
nella popolazione. 
CFE SIN CSA ALG SUP GOL TEU
Test di neutralità
D di Tajima 0,2745 1,0555 1,7971 1,1875 0,7785 1,9726 0,6463
Pvalue D ns ns ns ns ns ns ns
FS di Fu -0,7490 0,9595 2,1591 1,2682 1,4197 2,1613 0,0034
Pvalue FS ns ns ns ns ns ns ns
Espansione demografica
SSD 0,0411 0,0751 0,0771 0,0651 0,0607 0,1524 0,0528
Pvalue SSD ns ns ns ns ns ns ns
r 0,0888 0,1306 0,1174 0,1006 0,1258 0,2756 0,0911
Pvalue r ns ns ns ns ns ns ns
R2 0,1342 0,1606 0,1951 0,1622 0,1652 0,2944 0,1247
Pvalue R2 ns ns ns ns ns ns ns
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Figura 35. Curve di distribuzione delle mismatch per le 7 popolazioni e per la totalità degli individui con il 
marcatore COI I valori attesi (linea continua viola) si riferiscono a quelli di popolazione in espansione. I valori 
osservati sono rappresentati dalla linea tratteggiata blu.  
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Un’altra valutazione della storia demografica del campione sardo è stata effettuata 
tramite l’analisi delle sequenze nucleotidiche con il metodo Bayesian Skyline Plot 
(Drummond et al. 2005) attraverso il programma BEAST v1.8. Questo metodo, 
tramite il software Tracer v1.6, ha permesso la creazione di un grafico che riporta la 
storia della popolazione analizzata, con la linea nera che rappresenta il 
cambiamento della demografia della popolazione riportata nell’asse delle ordinate 
in relazione al tempo riportato in ascissa, riportando anche gli intervalli di densità 
(HDP), rappresentati dalla fascia colorata in viola che contorna il valore medio della 
dimensione di popolazione. Dal grafico, riportato in Figura 36, risulta che in passato 
si è verificato un declino del numero degli individui nel campione sardo fino ad 
arrivare ad una situazione di stabilità demografica. Analizzando tuttavia il dato in 
relazione agli intervalli di confidenza si può notare come questi ultimi risultino 
molto ampi nella parte che denota il declino della popolazione, mentre si 
assottigliano nella parte del grafico in cui viene mostrata stabilità demografica. 
Questo sta ad indicare un dato molto incerto e non significativo quando si parla di 
declino demografico in passato, a differenza del dato più recente temporalmente, 
che risulta sostenuto dagli intervalli di densità e non mostra variazioni consistenti 
nella dimensione della popolazione. 
 
Figura 36. Grafico della storia demografica del campione sardo calcolato attraverso il marcatore mitocondriale 
COI attraverso il metodo Bayesian Skyline Plot (BSP)  
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6.1.6 Network degli aplotipi 
Attraverso i software Haplotype viewer e Split tree è stato possibile creare un 
network delle sequenze di COI analizzate costruito con il metodo neighbor-joining. 
Ogni cerchio rappresenta un aplotipo e la sua dimensione è relativa alla frequenza 
con cui si trova nel campione. I diversi colori indicano la presenza di sequenze 
appartenenti alle varie popolazioni in modo da avere un’idea visiva del contributo 
di ogni zona campionata agli aplotipi condivisi, e individuare con facilità la presenza 
di aplotipi privati. 
Il network degli aplotipi ottenuto con le sequenze di Citocromo Ossidasi I (Figura 
37) mostra la presenza di 17 aplotipi totali, di cui 4 aplotipi principali (A-D) e 13 
aplotipi minori (H-Q) di cui 9 aplotipi privati (E-G, I-L, O, P). 
 
Figura 37. Network degli aplotipi per le sequenze di COI. I cerchi sono proporzionali alla frequenza dell'aplotipo e 
i colori indicano la presenza di sequenze provenienti da località diverse. 
I 4 aplotipi principali (A, B, C, D) sono condivisi rispettivamente in 73, 55, 25 e 49 
sequenze e rappresentano il 91% delle sequenze analizzate. Tre di questi (A, B e D) 
raggruppano al loro interno sequenze da tutte le popolazioni prese in esame, mentre 
l’aplotipo C non condivide sequenze provenienti da GOL, tuttavia questa mancanza 
può essere data dalla presenza di un numero basso di individui analizzati nel 
campione del Golfo di Cagliari. 
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I 13 aplotipi minori risultano condivisi fino ad un massimo di 4 individui, 
appartenenti a CFE (4 aplotipi di cui 2 condivisi), SIN (3 di cui 2 condivisi), CSA (2 
condivisi), ALG (3 di cui 1 condiviso), SUP (1 privato), e TEU (3 privati e 3 condivisi). 
Gli aplotipi privati, sono da attribuire alle popolazioni di CFE (K, P), SIN (O), ALG (E, 
F), SUP (I) e TEU (G, J, L); nessun aplotipo privato è stato riscontrato in CSA e GOL. 
Il network degli aplotipi ha permesso di valutare anche le relazioni tra gli aplotipi. 
Gli aplotipi principali A e B, come C e D sono separati da un’unica mutazione, mentre 
tra loro intercorrono da un minimo di 4 differenze (tra B e C) ad un massimo di 6 
(tra A e D). Gli aplotipi minori (E-Q) risultano per la maggior parte legati ad uno degli 
aplotipi principali, tranne gli aplotipi L e K che risultano intermedi tra i due 
aplogruppi.  
Dall’analisi delle relazioni tra gli aplotipi di COI si può quindi evidenziare una 
notevole variabilità riscontrata nel campione sardo con un buon numero di aplotipi 
privati nella maggior parte delle popolazioni, tuttavia la condivisione degli aplotipi 
principali da indicazione di una omogeneità genetica tra le popolazione, riscontrata 
anche dalle analisi precedenti. Inoltre la presenza di 4 aplotipi principali tende a 
discostarsi dalla condizione di popolazione in espansione demografica successiva 
ad un collo di bottiglia, che è caratterizzata da un network di aplotipi a forma di stella 
(star-like), con un unico aplotipo principale da cui derivano tutti gli altri. Questo ci 
porta a pensare che la popolazione di Octopus vulgaris, analizzata mediante il 
marcatore mitocondriale COI, sia in stabilità demografica e quindi non abbia 
risentito geneticamente dello sforzo di pesca avvenuto in passato, tuttavia può 
anche indicare un declino demografico recente e che i marcatori genetici 
mitocondriali non riescono ancora a mettere in luce. 
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6.2 RISULTATI COIII IN SARDEGNA 
Per l’analisi del marcatore mitocondriale COIII si è proceduto con l’amplificazione 
mediante i primers Ooc3F e OOc3R di una porzione del gene mitocondriale pari a 
circa 500 pb. La resa quantitativa dell’amplificato si è rivelata eccellente come pure 
la qualità, come si può vedere dalle bande nette e pulite in Figura 38. 
 
Figura 38. Esempio di risultato dell’amplificazione del gene COIII dopo elettroforesi su gel d'agaroso. Nel primo 
pozzetto è stato caricato il campione di controllo 
Il sequenziamento è stato effettuato su un unico filamento tramite l’utilizzo del 
primer forward Ooc3F mostrando ottimi risultati, con una buona leggibilità di 91 
cromatogrammi su 92. Dopo il taglio delle zone corrispondenti agli inneschi di 
sequenza è stato ottenuto un allineamento finale di 475 pb. Il numero totale di 
sequenze relativo ad ogni località e la posizione delle stesse è riassunto in Figura 39. 
Figura 39. Località e numero di sequenze relativo ad ogni 
sito di campionamento, riferite al marcatore mitocondriale 
COIII. 
Località Codice Sequenze
Capo Ferrato CFE 17
Siniscola SIN 18
Castelsardo CSA 8
Su Pallosu SUP 22
Golfo di Cagliari GOL 5
Teulada TEU 21
TOTALE 91
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6.2.1 Identificazione del modello evoluzionistico 
I risultati del confronto tra diversi modelli di evoluzione molecolare (riportati nella 
Tabella 31) per l’allineamento complessivo delle 91 sequenze a 475 pb indicano che 
i modelli di evoluzione più adatti (quelli a cui corrisponde il valore di BIC più basso) 
sono stati il modello Hasegawa-Kishino-Yano (HKY; Hasegawa, Kishino, e Yano, 
1985), e il modello Tamura 3 parametri (T92; Tamura, 1992). Quest’ultimo, essendo 
tra i due il modello maggiormente presente nei software utilizzati per l’analisi, è 
stato usato, ove non specificato diversamente, per il calcolo delle distanze genetiche 
tra individui e popolazioni. 
Tabella 31. Confronto tra modelli di evoluzione nucleotidica. Per ogni modello sono riportati i valori di BIC 
(Bayesian Information Criterion), AICc (Akaike Information Criterion, corrected), Maximum Likelihood value (lnL). 
Abbreviationi: GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-
parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor. 
 
  
Model BIC AICc lnL
HKY 3278,87 1693,06 -662,75
T92 3283,24 1714,75 -675,61
TN93 3288,84 1694,37 -662,40
HKY+I 3289,55 1695,08 -662,75
HKY+G 3289,55 1695,08 -662,75
T92+I 3293,92 1716,76 -675,61
T92+G 3293,92 1716,77 -675,61
TN93+I 3299,51 1696,39 -662,40
TN93+G 3299,51 1696,39 -662,40
HKY+G+I 3300,22 1697,10 -662,75
T92+G+I 3304,59 1718,78 -675,61
TN93+G+I 3310,19 1698,41 -662,40
GTR 3320,41 1699,97 -662,17
GTR+G 3331,00 1701,90 -662,13
GTR+I 3331,09 1701,99 -662,17
GTR+G+I 3341,67 1703,92 -662,13
JC 3348,72 1797,53 -719,02
K2 3349,23 1789,40 -713,94
JC+G 3359,39 1799,55 -719,02
JC+I 3359,39 1799,56 -719,02
K2+I 3359,91 1791,41 -713,94
K2+G 3359,91 1791,41 -713,94
JC+G+I 3370,06 1801,57 -719,02
K2+G+I 3370,58 1793,43 -713,94
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6.2.2 Caratterizzazione della variabilità genetica 
La descrizione della variabilità generale nel campione sardo con il marcatore 
Citocromo Ossidasi III è riportata nella Tabella 32. Sono state analizzate per questo 
marcatore un numero di sequenze N pari a 91, riscontrando un numero di siti 
variabili SV di 8 nucleotidi, per un numero totale di 6 aplotipi (Ha). In tutte le 
sequenze analizzate non sono state riscontrate inserzioni o delezioni ma tutti i siti 
variabili sono risultati sostituzioni e precisamente transizioni (ts, sostituzioni 
purina-purina, pirimidina-pirimidina), non sono state trovate infatti transversioni 
(tv, sostituzioni purina-pirimidina) nelle popolazioni analizzate. 
Il numero medio di differenze nucleotidiche per l’intero campione è risultato di 1,98, 
con un valore di diversità nucleotidica (π) di 0,0041, mentre il valore di diversità 
aplotipica (Hd) è risultato 0,51. 
Tabella 32. Tabella descrittiva per le popolazioni sarde e il campione totale analizzate mediante COIII. Sono 
riportati il numero di sequenze (N), il numero di aplotipi (Ha), il numero di siti variabili (SV), sostituzioni (sost), 
transizioni (ts), transversioni (tv), inserzioni e delezioni (indels), il numero medio di differenze nucleotidiche (k), la 
diversità aplotipica (Hd) e la diversità nucleotidica (π) con relative deviazioni standard (sd). 
 
Per quanto riguarda le popolazioni sarde analizzate in particolare, è stato possibile 
lo studio di un minimo di 5 sequenze per la popolazione di GOL fino ad un massimo 
di 22 per la popolazione di SUP. Il numero degli aplotipi (Ha) va da un minimo di 2 
nei campioni di CFE, SIN e GOL con un numero minimo di SV pari a 4, fino a numero 
massimo di 4 aplotipi riscontrati nelle sequenze di SUP, con 6 siti variabili. Il valore 
CFE SIN CSA SUP GOL TEU TOT
N 17 18 8 22 5 21 91
Ha 2 2 3 4 2 3 6
SV 4 4 5 6 4 5 8
ts 4 4 5 6 4 5 8
tv 0 0 0 0 0 0 0
sost 4 4 5 6 4 5 8
indels 0 0 0 0 0 0 0
k 1,76 1,88 2,39 1,84 2,40 2,15 1,98
Hd 0,441 0,471 0,679 0,502 0,600 0,552 0,510
sd (Hd) 0,098 0,082 0,122 0,105 0,175 0,066 0,035
π 0,0037 0,0040 0,0050 0,0039 0,0051 0,0046 0,0041
sd  (π) 0,0008 0,0007 0,0010 0,0008 0,0015 0,0005 0,0003
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medio più alto di differenze nucleotidiche è stato 2,40 per GOL, mentre il valore 
minimo è da attribuire alla popolazione di CFE con 1,76. 
 
Figura 40. Grafico dei valori di diversità aplotipica (Hd) e diversità nucleotidica (π) per le popolazioni sarde 
I valori di diversità aplotipica (Hd) e diversità nucleotidica (π) sono riportati, oltre 
che in Tabella 32, anche graficamente per ogni popolazione in Figura 40. I valori più 
alti di questi indici si sono ritrovati nelle popolazioni con il minor numero di 
individui analizzati, CSA (Hd=0,679; π=0,0050) e GOL (Hd=0,600; π=0,0051). I 
valori minori sono invece da attribuire alla popolazione di CFE con un valore di Hd 
di 0,441 e una diversità nucleotidica pari a 0.0037. 
6.2.3 Differenziamento genetico tra le popolazioni 
Il differenziamento delle popolazioni a coppie è analizzato nella Figura 41, che 
riporta il numero medio di differenze calcolate tra gli individui all’interno delle 
popolazioni (in arancio nella diagonale) e tra le popolazioni, con le differenze medie 
(in verde, al di sopra della diagonale) e il valore della distanza di Nei (in blu, sotto la 
diagonale). 
I valori che indicano un maggiore differenziamento, indicati dal rispettivo colore più 
scuro, risultano quelli di CSA-CFE e CSA-SUP, sia per i valori medi di differenze tra 
coppie di popolazioni (rispettivamente 2,36 e 2,47), sia per quanto riguarda gli 
stessi valori corretti secondo la formula della distanza di Nei (con valore di 0,26 e 
0,33 rispettivamente) 
CFE SIN CSA SUP GOL TEU TOT
Hd 0,441 0,471 0,679 0,502 0,600 0,552 0,510
π 0,0037 0,0040 0,0050 0,0039 0,0051 0,0046 0,0041
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Per quanto riguarda i valori di differenziazione calcolati tra gli individui, le 
popolazioni maggiormente differenziate al loro interno risultano ancora quelle con 
il minor numero di sequenze analizzate, ovvero CSA e GOL, con un valore medio di 
2,40 differenze per entrambi i campioni. 
 
Figura 41. Matrice grafica del differenziamento tra e all'interno delle popolazioni sarde. In diagonale, in sfumature 
di arancio, è rappresentato il numero medio delle differenze calcolato tra gli individui all’interno delle popolazioni. 
Sopra la diagonale (in verde) sono riportate le differenze medie tra coppie di popolazioni, mentre al di sotto della 
diagonale (in sfumature di blu) si ritrovano i valori corretti secondo la formula della distanza di Nei [pXY-
(pX+pY)/2]. 
La stima del differenziamento tra le popolazioni di O. vulgaris in Sardegna è stata 
analizzata anche attraverso il calcolo dei valori di ΦST a coppie riportati in Tabella 
33 e sotto forma di matrice grafica in Figura 42. I valori sono risultati globalmente 
molto bassi, tuttavia i valori massimi anche in questo caso si sono rivelati quelli tra 
CSA-CFE (ΦST=0,12) e CSA-SUP (ΦST=0,15). Nessun valore di ΦST tra le coppie delle 
popolazioni sarde è risultato statisticamente significativo. 
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Tabella 33. Valori di ΦST tra coppie di popolazioni, riportati sotto la diagonale, e significatività statistica dei 
rispettivi valori, indicata sopra la diagonale. 
 
 
Figura 42. Matrice grafica dei valori di ΦST tra coppie di popolazioni. Colori più scuri indicano un valore maggiore 
di differenziazione tra le popolazioni analizzate. 
L’analisi della varianza molecolare AMOVA è stata utilizzata per testare se le 
differenze tra le popolazioni, organizzate in strutture preimpostate, avessero una 
valenza statistica significativa. Le strutture analizzate sono riportate in Tabella 34, 
con la percentuale di varianza, i relativi indici di fissazione e la relativa 
significatività. 
ΦST\P CFE SIN CSA SUP GOL TEU
CFE ns ns ns ns ns
SIN 0,00 ns ns ns ns
CSA 0,12 0,08 ns ns ns
SUP 0,00 0,00 0,15 ns ns
GOL 0,06 0,02 0,00 0,09 ns
TEU 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
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Tabella 34. Analisi della varianza molecolare (AMOVA) testata per 4 strutture di popolazione. Sono riportati per 
ogni struttura i valori percentuali della varianza attribuibile alle differenze tra gruppi, tra popolazioni e tra 
individui. Inoltre vengono indicati gli indici di fissazione e la relativa significatività per ogni struttura testata. 
 
Quando tutte le popolazioni sono comprese in un unico gruppo, il 99,98% della 
varianza dipende dalla variabilità degli individui all’interno delle popolazioni 
mentre la varianza attribuibile alle differenze tra popolazioni è da considerarsi 
pressoché nulla (0,02%). A conferma di ciò il valore di ΦST globale è estremamente 
basso (ΦST=0,0002) e non statisticamente significativo.  
Si è preso successivamente in esame una struttura a quattro gruppi corrispondenti 
ai campioni della costa orientale (CFE e SIN), settentrionale (CSA), occidentale (SUP) 
e meridionale (GOL e TEU) della Sardegna. In questo caso la varianza tra i gruppi ha 
mostrato un valore negativo, mentre quella tra le popolazioni è risultata bassa, 
mostrando ancora una volta la predominanza della variabilità tra gli individui entro 
le popolazioni. I valori degli indici di fissazione sono risultati negativi (ΦCT=-0,031) 
o molto bassi (ΦSC=0,017; ΦST=0,014), in tutti i casi non significativi. 
Si sono testate, inoltre, due strutture a due gruppi, una che mette a confronto le 
popolazioni della costa sud-est (CFE, SIN, GOL e TEU) con quelle di nord-ovest (CSA 
e SUP), mentre l’altra confronta il campione di CSA, che risulta essere quello che si 
differenzia di più dagli altri, con tutte le altre popolazioni analizzate. Nella prima 
struttura si è evidenziato un valore di varianza tra i gruppi testati pari al 6,5%, 
mentre il valore tra le popolazioni è risultato negativo e il dato più alto (oltre il 99%) 
Struttura % varianza Indici di fissazione Pvalue
1 gruppo (CFE,SIN,CSA,SUP,GOL,TEU)
tra popolazioni 0,02 ΦST = 0,0002 ns
entro le popolazioni 99,98
2 gruppi (CFE,SIN,GOL,TEU)(CSA,SUP)
tra gruppi 6,47 ΦCT = 0,065 ns
tra popolazioni entro i gruppi -5,65 ΦSC = -0,060 ns
entro le popolazioni 99,18 ΦST = 0,008 ns
2 gruppi (CFE,SIN,SUP,GOL,TEU)(CSA)
tra gruppi 9,78 ΦCT = 0,097 ns
tra popolazioni entro i gruppi -1,93 ΦSC = -0,021 ns
entro le popolazioni 92,15 ΦST = 0,078 ns
4 gruppi (CFE,SIN)(CSA)(SUP)(GOL,TEU)
tra gruppi -3,09 ΦCT = -0,031 ns
tra popolazioni entro i gruppi 1,72 ΦSC = 0,017 ns
entro le popolazioni 101,37 ΦST = 0,014 ns
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è da attribuire alle differenze tra individui. Gli indici di fissazione risultano tutti 
bassi e non significativi. Per quanto riguarda invece la seconda struttura a due 
gruppi la differenziazione tra gruppi si avvicina al 10%, tuttavia il fattore 
predominante risulta ancora la variabilità degli individui all’interno delle 
popolazioni, mostrando un valore percentuale di varianza pari al 92%. Anche in 
questo caso tutti gli indici di fissazione sono risultati non significativi da un punto di 
vista statistico. 
Le distanze genetiche sono state analizzate anche in relazione alla distanza 
geografica tra le località oggetto del campionamento, in modo da valutare se esiste 
una correlazione tra queste due variabili. L’analisi è stata effettuata mediante 
l’applicazione del Mantel Test, che ha rivelato che non esiste correlazione 
significativa (R2=0,0029, P=0,50) tra i valori delle distanze genetiche, calcolate con 
la formula di Rousset [ΦST/(1-ΦST)] e le distanze geografiche, calcolate come 
logaritmo naturale delle distanze in chilometri, permettendo così di scartare 
l’ipotesi di un modello di isolamento per distanza (IBD). Il grafico relativo al Mantel 
Test è riportato in Figura 43. 
 
Figura 43. Grafico del Mantel Test per distanze mitocondriali. Le distanze genetiche sono calcolate come ΦST/(1-
ΦST), mentre le distanze geografiche sono riportate come ln(km). 
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6.2.4 Connettività 
L’analisi della connettività è stata calcolata attraverso il numero assoluto dei 
migranti M tra coppie di popolazioni (Tabella 35). Questo valore è dato dal numero 
di migranti per generazione che viene scambiato tra coppie di popolazioni e la taglia 
delle popolazioni stesse. Nella maggior parte delle coppie si evidenzia un numero di 
migranti infinito mostrando un notevole flusso genico tra le popolazioni analizzate. 
I valori più bassi si riscontrano tra i campioni di CSA-CFE e di CSA-SUP, coppie già 
segnalate per la presenza di valori di ФST più alti. Tuttavia la presenza anche di 
pochi individui che si scambiano tra le popolazioni possono assicurare un flusso 
genico sufficiente ad assicurare una connettività tra le popolazioni come viene 
confermato dall’assenza di strutturazione tra le popolazioni all’interno del 
campione sardo. 
Tabella 35. Numero assoluto di migranti (M) calcolato attraverso il software Arlequin v3.5 
 
6.2.5 Demografia della popolazione 
Per l’analisi della demografia della popolazione sono stati presi in esame i principali 
test di neutralità (tabella). Questi test permettono di valutare se le sequenze di DNA 
si siano evolute in maniera neutrale o ci sia stata un’evoluzione direzionale causata 
da eventi di espansione o contrazione demografica. Sono stati effettuati sia il test D 
di Tajima sia il test FS di Fu ed entrambi hanno mostrato valori positivi e non 
statisticamente significativi per tutte le aree in analisi in questo lavoro. Questo 
risultato si può interpretare come segnale di una popolazione stazionaria. 
Sono stati anche testati gli indici legati alla distribuzione delle mismatch, per 
analizzare presenza di espansione demografica con il valore della somma degli 
scarti quadratici (SSD), inoltre sono stati calcolati l’indice di raggedness r di 
Harpending, il test R2 di Ramos-Onsins e Rozas. 
M CFE SIN CSA SUP GOL TEU
CFE
SIN inf
CSA 3,56 5,87
SUP inf inf 2,85
GOL 7,31 31,62 inf 4,95
TEU inf inf inf 92,89 inf
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Il valore SSD è risultato significativo in 4 popolazioni su 6 analizzate indicando che 
le popolazioni risultano stazionarie. Le uniche popolazioni che non hanno mostrato 
un valore di probabilità significativo sono CFE e GOL, che mostrano un numero di 
individui campionati inferiore a tutte le altre popolazioni. L’indice di raggedness r 
mostra significatività nella popolazione TEU indicando ancora stazionarietà, mentre 
tutti gli altri valori sono risultati non significativi, non potendo quindi rigettare 
l’ipotesi nulla di espansione della popolazione che rimane valida. Il test R2, calcolato 
con il software DNAsp, ha mostrato valori di probabilità non statisticamente 
significativi dando indicazione, anche in questo caso, della presenza nella 
popolazione sarda di una stabilità demografica predominante. 
Tabella 36. Principali test di neutralità: test D di Tajima (D) e test FS di Fu (FS) e relativa probabilità associata. 
Indici legati all’analisi della mismatch distribution: somma degli scarti quadratici (SSD) e indice di raggedness (r) 
 
Per valutare la demografia delle popolazioni sono state riportate, inoltre, le curve 
della mismatch distribution, che sono rappresentate in Figura 44. L’analisi delle 
curve mostra un andamento bimodale riscontrato in tutte le popolazioni analizzate. 
In tutte le popolazioni viene messa in evidenza una forma molto simile, anche 
quando si analizza la totalità degli individui insieme. Se si confrontano i valori 
osservati (linea tratteggiata blu) con la distribuzione attesa per una popolazione in 
espansione demografica (linea continua viola) si può notare che le due curve non 
risultano coincidenti. La mismatch ditribution mostra, anche in questo tipo di analisi, 
una tendenza che si ritrova in popolazioni stabili e che non risultano influenzate da 
cambiamenti demografici. Analizzando in particolare la distribuzione bimodale si 
può evidenziare la presenza di due principali gruppi in tutte le popolazioni, che si 
CFE SIN CSA SUP GOL TEU
Test di neutralità
D 1,5041 1,8554 1,0923 0,3732 1,6407 1,6540
Pvalue D ns ns ns ns ns ns
FS 4,5406 4,8909 1,9807 1,6943 3,0225 3,5764
Pvalue FS ns ns ns ns ns ns
Espansione demografica
SSD 0,3893 0,4429 0,1535 0,3726 0,3407 0,2292
Pvalue SSD 0,00 0,00 ns 0,00 ns 0,05
r 0,7016 0,7232 0,3508 0,3455 0,8800 0,5414
Pvalue r ns ns ns ns ns 0,02
R2 0,2206 0,2353 0,2243 0,1466 0,3000 0,2101
Pvalue R2 ns ns ns ns ns ns
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rispecchiano nella presenza di due aplotipi principali in tutti i siti analizzati con il 
marcatore Citocromo Ossidasi III. 
 
Figura 44. Curve della distribuzione delle mismatch ottenute per le 6 popolazioni e per la totalità degli individui 
con il marcatore COIII I valori attesi (linea continua viola) si riferiscono a quelli di popolazione in espansione. I 
valori osservati sono rappresentati dalla linea tratteggiata blu.  
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La storia demografica delle sequenze del COIII è stata effettuata tramite l’analisi del 
Bayesian Skyline Plot (Drummond et al. 2005) mediante il programma BEAST v1.8 e 
il software Tracer v1.6. Il Bayesian Skyline Plot (Figura 45) ha dato come risultato 
un cambiamento demografico della popolazione come mostra la linea nera che 
rappresenta un declino iniziale del numero degli individui per poi stabilizzarsi senza 
ulteriori cambiamenti demografici. Sono riportati nel grafico anche gli intervalli di 
densità al 95% (HPD), rappresentati dalla fascia colorata in viola che contorna il 
valore medio della dimensione di popolazione. Dal grafico, si può notare come gli 
intervalli di confidenza siano molto più ampi nella fase iniziale della figura 
corrispondente al declino, denotando un dato molto incerto e non significativo, 
mentre si riducano una volta che la demografia della popolazione si stabilizza, 
avvalorando il dato di una popolazione pressoché stabile demograficamente, come 
evidenziato anche dall’analisi del marcatore mitocondriale COI descritta 
precedentemente. 
 
Figura 45. Bayesian Skyline Plot (BSP) per il marcatore mitocondriale COIII. La linea nera rappresenta il valore 
medio della dimensione effettiva della popolazione mentre in viola sono riportati gli intervalli di confidenza. 
6.2.6 Network degli aplotipi 
Il network degli aplotipi è stato calcolato con il metodo neighbor-joining mediante i 
programmi Haplotype viewer e Split tree v4. Ogni aplotipo è rappresentato da un 
cerchio le cui dimensioni sono proporzionali al numero di sequenze che lo 
condividono nel campione. Si è deciso di utilizzare un colore diverso per ciascuna 
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popolazione sarda, al fine di individuare facilmente, all’interno della network, la 
presenza di sequenze appartenenti alle varie popolazioni negli aplotipi condivisi e 
in modo da distinguere questi ultimi da eventuali aplotipi privati. Ogni evento 
mutazionale è rappresentato dalle linee di connessione tra aplotipi, mentre i nodi 
corrispondono ad aplotipi che il software considera intermedi tra due steps 
mutazionali ma che non sono presenti nel campione in studio. 
La rete dei 6 aplotipi riscontrati nel campione sardo darebbe un’ulteriore conferma 
di una popolazione stabile, caratterizzata da una buona variabilità degli individui 
ma con una sostanziale omogeneità genetica delle popolazioni. Il network mette in 
evidenza la presenza di due aplotipi principali (A e B in Figura 46), condivisi dal 95% 
delle sequenze analizzate, e 4 aplotipi secondari privati (C-F in Figura 46), legati ai 
due aplotipi condivisi. 
La presenza di due aplotipi principali differenti da indicazione di una popolazione 
che non ha subito cambiamenti demografici, che viene caratterizzata invece dalla 
presenza di un unico aplotipo principale da cui si dipartono gli altri aplotipi, 
presentando la classifica forma a stella (star-like). Inoltre la condivisione degli 
aplotipi in un buon numero di sequenze di tutte le popolazioni indicano una 
similarità genetica all’interno del campione sardo, che conferma i risultati 
dell’analisi della struttura della popolazione indicando un’assenza di strutturazione 
e quindi omogeneità genetica del campione sardo. 
 
Figura 46. Network degli aplotipi sardi per il marcatore COIII. Ogni aplotipo è rappresentato da un cerchio 
proporzionale alla sua frequenza, gli eventi mutazionali sono rappresentati dalle linee di collegamento.  
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6.3 CONFRONTO CON SEQUENZE IN GENBANK 
Le sequenze di entrambi i marcatori mitocondriali provenienti dalla Sardegna, sono 
state comparate con le relative sequenze reperite nel database pubblico di GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 
6.3.1 Citocromo ossidasi I 
Le sequenze del marcatore Citocromo Ossidasi I utilizzate per il confronto sono in 
totale 274 e provengono da 10 località dei principali bacini mondiali: Mar 
Mediterraneo (Sardegna, Spagna, Francia e Turchia), Oceano Atlantico orientale 
(Galizia, Senegal e Sudafrica), Oceano Indiano meridionale (Isole di Saint Paul) e 
Oceano Pacifico occidentale (Cina e Giappone) (Figura 47). 
 
 
Figura 47. Località di provenienza delle sequenze di COI reperite su GenBank. Per ogni sito è riportato il codice, la 
località, il numero delle sequenze utilizzate e le referenze dei campioni depositati. La voce aplotipi fa riferimento 
alle indicazioni presenti nel successivo network 
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Le sequenze ottenute da GenBank sono state allineate con gli individui sardi con il 
programma MEGA v6. Per poter confrontare il maggior numero di sequenze, avendo 
cosi un numero maggiore di località di riferimento, a discapito del numero di 
nucleotidi analizzati, si è proceduto con il taglio delle sequenze, ottenendo un 
allineamento di 508pb di lunghezza per 274 sequenze totali. Nell’allineamento è 
stato riscontrato un totale di 32 aplotipi, che sono stati riportati mediante i 
programmi Splitstree v4 e Haploviewer in un network che ne mette in evidenza le 
relazioni filogenetiche (Figura 48). In seguito al taglio delle sequenze il campione 
sardo ha ridotto il numero degli aplotipi da 17 a 13, con la riduzione dei 4 aplotipi 
principali in 2 (AB e CD), e la fusione dell’aplotipo M con il nuovo gruppo CD, e 
dell’aplotipo N con O. 
 
Figura 48. Network degli aplotipi dei campioni sardi e delle sequenza di COI provenienti dal database di GenBank. 
I cerchi colorati rappresentano gli aplotipi riscontrati nelle varie località prese in esame, le linee spezzate 
rappresentano gli eventi mutazionali mentre i nodi simboleggiano aplotipi intermedi che non sono stati riscontrati 
nel campione. 
Tra i 32 aplotipi totali, 11 sono quelli esclusivi del campione sardo, 11 provengono 
da campioni della Turchia, 4 sono stati riscontrati in sequenze del Sudafrica, 4 
provengono dalle acque della Cina e del Giappone, mentre 2 (AB e CD) sono condivisi 
da sequenze provenienti dal Mar Mediterraneo (Sardegna, Francia, Spagna e 
Turchia), e dagli Oceani Atlantico (Galizia, Senegal e Sudafrica) e Indiano (Isole di 
Saint Paul). Come si può notare dal network in Figura 48, i campioni sardi sono 
strettamente affini agli aplotipi condivisi tra Mediterraneo, Oceano Atlantico e 
Oceano Indiano, così come i campioni del Sudafrica (aplotipi 1-4) e una parte del 
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campione turco (aplotipi 5-11). Notevolmente più distanti geneticamente sono i 
campioni (riportati in figura con i numeri in bianco) provenienti dalla Cina e dal 
Giappone (aplotipi 16-19) e una parte dei campioni provenienti dalla Turchia (12-
15), le cui sequenze si mostrano differenziate da numerosi eventi mutazionali 
rispetto alle altre riscontrate in questo lavoro. Questa separazione mette in evidenza 
la presenza di due gruppi principali, uno molto affine al campione sardo e condiviso 
da aplotipi provenienti da diverse località del mondo, anche molto distanti 
geograficamente, l’altro che risulta invece estremamente separato, pur 
comprendendo anche campioni del Mediterraneo orientale. Questi ultimi, facenti 
parti del campione turco, sono risultati addirittura i più lontani geneticamente dagli 
aplotipi del primo gruppo, anche rispetto ad individui provenienti dalle acque del 
Pacifico, molto più distanti geograficamente. 
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6.3.2 Citocromo ossidasi III 
Per il marcatore mitocondriale COIII sono state prese in esame complessivamente 
127 sequenze per un totale di 14 località analizzate. I campioni utilizzati 
provengono, oltre che dalla Sardegna, da Mediterraneo centrale, Francia, Marocco, 
Senegal, Sudafrica, Tristan da Cunha, Brasile meridionale e settentrionale, 
Venezuela, Isole di Saint Paul, Giappone, Taiwan e Australia occidentale ed orientale 
(Figura 49). 
 
 
Figura 49. Località di provenienza delle sequenze di COIII reperite su GenBank. Per ogni sito è riportato il codice, 
la località, il numero delle sequenze utilizzate e le referenze dei campioni depositati. La voce aplotipi fa riferimento 
alle indicazioni presenti nel successivo network. 
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Le sequenze sono state allineate con il software MEGA v6 e la lunghezza totale 
dell’allineamento in seguito al taglio è risultata pari a 343pb. Si è riscontrato un 
numero di 19 aplotipi con la presenza di 59 siti variabili. Il network degli aplotipi è 
stato riportato in Figura 50. I due aplotipi principali riscontrati nel campione sardo 
(A e B) sono risultati condivisi con campioni provenienti dal Mediterraneo centrale, 
dalla Francia, dal Marocco e dal Senegal. Un altro aplotipo sardo (F) è risultato 
condiviso con un campione del Mediterraneo centrale, mentre altri due sono 
risultati esclusivi della Sardegna (D, E). Legati al gruppo dei due aplotipi sardi 
principali sono risultati altri 4 aplotipi esclusivi del Mediterraneo centrale (1, 2, 3, 
4), mentre si evidenzia un evento mutazionale in più a separare i campioni 
provenienti dall’Isola di Saint Paul, a cui è legato l’aplotipo formato dai campioni di 
Sudafrica e Tristan da Cunha. 
 
Figura 50. Network degli aplotipi dei campioni sardi e delle sequenza di COIII provenienti dal database di GenBank. 
I cerchi colorati rappresentano gli aplotipi riscontrati nelle varie località prese in esame, le linee spezzate 
rappresentano gli eventi mutazionali mentre i nodi simboleggiano aplotipi intermedi che non sono stati riscontrati 
nel campione. Nel ramo in alto le due stanghette oblique (\\) stanno ad indicare un taglio nel ramo pari a 20 eventi 
mutazionali. 
Notevolmente più distanti risultano gli altri aplotipi riscontrati, che si dividono in 
due rami principali, uno che raggruppa i campioni del Pacifico e dell’Indiano e uno 
che raccoglie i campioni della costa atlantica dell’America del sud. Per il primo ramo 
si distinguono tre gruppi ben distinti, uno relativo al campione asiatico con i 
campioni provenienti da Giappone e Taiwan (aplotipo 7), mentre gli altri due 
corrispondenti alla costa orientale e occidentale dell’Australia. Questi ultimi due 
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gruppi sono stati identificati come una specie diversa, Octopus tetricus, tuttavia la 
sua esistenza come specie distinta da Octopus vulgaris è reputata da alcuni autori 
come dubbia (Fadhlaoui-Zid et al. 2012). Il secondo ramo, risultato ancora più 
distante dai campioni mediterranei presi come riferimento per la specie Octopus 
vulgaris, appartiene alla costa occidentale dell’Atlantico. Questi si dividono 
ulteriormente in due gruppi, il più vicino geneticamente è risultato quello formato 
dai campioni del Brasile meridionale (aplotipi 11 e 12) e dal Venezuela (13), mentre 
estremamente distante da tutti gli altri aplotipi è risultato il campione proveniente 
dal Brasile settentrionale (in figura il ramo che collega questo aplotipo al restante 
network è stato tagliato di 20 eventi mutazionali per motivi di spazio). Questo 
aplotipo è stato dapprima identificato da Warnke et al. (2004) come Octopus 
vulgaris, ma successivamente modificato in una specie affine, Octopus insularis, 
descritta appunto in queste acque per la prima volta in letteratura da Leite et al. 
(2008). 
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A livello mondiale, l’attenzione verso lo sviluppo sostenibile e la promozione della 
salvaguardia delle risorse genetiche sta crescendo, divenendo l’obiettivo principale 
di ogni corretta politica gestionale. Affinché questa si possa realizzare, è necessaria 
l’elaborazione di piani di gestione che siano in grado di garantire la fruizione della 
risorsa stessa per le generazioni attuali e allo stesso tempo mantenere la 
disponibilità per quelle future. La riduzione dei banchi naturali nonché alcune 
pratiche di acquacoltura possono determinare una riduzione della variabilità 
genetica nelle popolazioni coinvolte. Le conseguenze di questa perdita di diversità a 
livello genetico possono portare ad una riduzione del potenziale evolutivo associata 
anche alla riduzione della fitness riproduttiva (Frankham et al. 2006), una minore 
capacità di adattamento o di resistenza ed una maggiore vulnerabilità, tutti fattori 
che andrebbero direttamente a danneggiare e compromettere la risorsa, soprattutto 
per specie marine a ciclo breve come il polpo comune. Lo studio a livello genetico di 
Octopus vulgaris, è stato affrontato in questo lavoro di tesi da due punti di vista, 
quello locale, in cui ci si propone di affrontare il problema di gestione della specie, 
contribuendo a identificare gli stock e la struttura della popolazione in modo da 
definire unità gestionali corrette per la pesca sostenibile della risorsa, inoltre da un 
punto di vista globale, dove ci si prospetta di dare un contributo ad aumentare la 
conoscenza di questa specie, indagando a livello molecolare per una migliore 
comprensione della tassonomia e delle relazioni con le altre specie del genere 
Octopus. 
7.1 SCALA LOCALE 
Lo studio ha avuto come oggetto 7 aree analizzate che circondano tutte le coste della 
Sardegna, dalla costa orientale, dove sono state prese in considerazione le zone di 
Capo Ferrato (CFE) a sud e Siniscola (SIN) a nord, passando dagli individui 
provenienti da Castelsardo (CSA) nella costa settentrionale, con le popolazioni di 
Alghero (ALG) a nord e Su Pallosu (SUP) nella costa occidentale, fino alla parte 
meridionale della Sardegna, in cui sono state campionate le località di Teulada (TEU) 
e del Golfo di Cagliari (GOL). Il campionamento di tutte le coste dell’isola ha 
permesso questo lavoro di caratterizzazione del campione sardo attraverso l’analisi 
genetica di tre differenti marcatori molecolari (5 loci microsatelliti, la subunità I e la 
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subunità III del gene mitocondriale Citocromo Ossidasi), consentendo di avere 
un’idea più chiara e precisa dello stato della risorsa in Sardegna e della struttura 
della popolazione del polpo comune, al fine di fornire uno strumento utile alla 
definizione di corrette unità gestionali della risorsa. 
Il marcatore nucleare ha rivelato un elevato polimorfismo di tutte le popolazioni 
analizzate con un buon numero di alleli. Tutte le popolazioni prese in esame, ad 
eccezione di Capo Ferrato (CFE), hanno mostrato un deficit di eterozigoti tale da 
evidenziare un discostamento dall’equilibrio di Hardy-Weinberg. Le analisi per ogni 
locus tuttavia mettono in evidenza un discostamento più evidente per la 
popolazione di Teulada (TEU) che mostra un deficit significativo in 4 loci su 5. Il 
disequilibrio per questa popolazione può essere causato dalla presenza del valore 
di inbreeding più alto tra le 6 popolazioni analizzate, mentre gli altri valori possono 
essere giustificati da una lieve presenza di alleli nulli nel campione.  
L’analisi del differenziamento nelle popolazioni sarde ha mostrato una sostanziale 
omogeneità genetica tra i campioni, infatti sia considerando i loci nucleari (con gli 
indici di fissazione FST e DEST), sia per quando riguarda i marcatori mitocondriali 
(con ΦST), hanno mostrato valori di differenziazione tra coppie di popolazioni molto 
bassi e statisticamente non significativi dopo correzione FDR. 
Anche l’analisi della varianza molecolare (AMOVA) ha messo in evidenza, attraverso 
il raggruppamento geografico delle popolazioni, valori di FCT (differenze tra i gruppi 
di popolazioni) non significativi; mentre la maggiore variabilità si è riscontrata 
all’interno delle popolazioni, che è da ascriversi a differenze tra gli individui, con 
valori in percentuale al di sopra del 99%. Conferma di un’assenza di strutturazione 
tra le popolazioni sarde sono stati anche i risultati dell’analisi di STRUCTURE e 
Adegenet che hanno mostrato segnali di una popolazione omogenea tra le varie 
località senza evidenze di appartenenza a sottogruppi di popolazioni. Anche il test 
di Mantel ha confermato l’assenza di un pattern di differenziamento detto di 
isolamento per distanza, in quanto non esiste alcuna correlazione tra le distanze 
genetiche e quelle geografiche, per tutti e tre i marcatori analizzati.  
L’assenza di differenziamento tra le popolazioni è giustificata dall’alto numero di 
migranti calcolato tra coppie di popolazioni con tutti e tre i marcatori; questo è 
indice di un grande flusso genico, si ricordi infatti che sono sufficienti pochi migranti 
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per generazione per garantire una connettività tale da determinare un 
rimescolamento del pool genico tra le popolazioni e questo spiegherebbe la 
sostanziale omogeneità genetica riscontrata nelle popolazioni sarde visto l’alto 
numero di coppie in cui è stato calcolato un infinito numero di migranti. Condizioni 
di sostanziale omogeneità genetica ed elevato flusso genico sono piuttosto comuni 
in mare, infatti la strutturazione delle popolazioni in ambiente marino ed il relativo 
tasso di differenziamento (FST) risulta essere relativamente inferiore rispetto a 
quello di specie d’acqua dolce e, nettamente inferiore a quello di specie terrestri, in 
base all’elevata dimensione delle popolazioni marine e ad una loro maggiore 
connettività (Ward et al. 1994). 
Per quanto riguarda la demografia del campione, le sequenze nucleotidiche ottenute 
dai due marcatori mitocondriali hanno evidenziato la presenza di un buon livello di 
diversificazione aplotipica media (HdCOI=0,772; HdCOIII=0,510) mentre un basso 
livello di diversità nucleotidica (πCOI=0,0046; πCOIII=0,0041). Secondo Grant e Bowen 
(1998) le popolazioni marine possono essere suddivise in 4 categorie che riflettono 
4 possibili storie demografiche:  
1. bassa π e bassa Hd: popolazione che ha subito di recente un collo di bottiglia 
o un effetto del fondatore; 
2. bassa π ed alta Hd: popolazione che ha subito una rapida crescita in seguito 
ad un collo di bottiglia; 
3. alta π e bassa Hd: contatto tra popolazioni che erano separate 
geograficamente; 
4. alta π ed alta Hd: popolazione grande e stabile, con una lunga storia evolutiva. 
Le popolazioni sarde di O. vulgaris ricadrebbero nella seconda categoria, che 
comprende popolazioni che hanno subito una rapida crescita in seguito ad un collo 
di bottiglia, subito in un passato relativamente distante. L’analisi della distribuzione 
delle mismatch confermerebbe questa interpretazione, in quanto le curve delle 
popolazioni mostrano un andamento prevalentemente bimodale. Questa particolare 
forma suggerirebbe una stabilità delle popolazioni sarde; tuttavia la bimodalità può 
essere giustificata sia dalla presenza del rimescolarsi di due popolazioni in 
espansione (precedentemente separate e ora nuovamente in contatto, detto 
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contatto secondario), che da popolazioni demograficamente stabili da un tempo 
relativamente recente, in cui si vanno accumulando gradualmente nuovi aplotipi. 
L’analisi della demografia della popolazione sarda ha mostrato risultati concordanti 
con quest’ultima spiegazione, in quanto la presenza nel marcatore COIII di valori di 
SSD significativi nella maggior parte delle popolazioni analizzate ci indica una 
popolazione demograficamente stazionaria. Altra conferma può essere evinta dai 
test di neutralità, così come dal test R2, che risultano sempre non significativi, non 
consentendo di rigettare l’ipotesi di neutralità della popolazione. Anche l’analisi BSP 
(Bayesian Skyline Plot) mostra con entrambi i marcatori mitocondriali un iniziale 
declino demografico con una stabilizzazione in un periodo relativamente recente. 
Il network degli aplotipi avvalora ulteriormente tale ipotesi considerato il fatto che 
nelle popolazioni sarde sono stati messi in evidenza, per il marcatore COI, 4 aplotipi 
principali legati a 13 aplotipi secondari, mentre la subunità COIII ha mostrato la 
presenza di 2 aplotipi principali, legati a 4 aplotipi secondari. Gli aplotipi principali, 
per entrambi i marcatori, sono caratterizzati da un’elevata frequenza nelle 
popolazioni e sono presenti in tutte le aree geografiche, indicando la tendenza di una 
popolazione stabile da un tempo relativamente recente in cui si vanno ad 
accumulare nuovi aplotipi. 
La demografia analizzata con i loci microsatelliti non registra frequenze alleliche tali 
da far pensare ad una riduzione drastica della popolazione o ad una rapida crescita 
in seguito ad un crollo demografico recente. Le analisi effettuate per indagare i 
cambiamenti demografici con il marcatore nucleare (kg-test, test del bottleneck, L-
shaped distribution) mostrano infatti risultati compatibili con una popolazione che 
non registra modificazioni demografiche confermando la presenza di condizioni di 
equilibrio e stabilità nella popolazione sarda.  
L’esistenza in Mediterraneo occidentale di popolazioni di O. vulgaris 
demograficamente stabili, che sembra non siano state oggetto di recenti eventi del 
fondatore o ricorrente collo di bottiglia, è stata descritta anche da Maltagliati et al. 
(2002) e da Fadhlaoui-Zid et al. (2012). Questi due lavori confermano anche il dato 
di una sostanziale omogeneità genetica per il bacino occidentale del Mediterraneo 
che viene descritta in questo lavoro di tesi, tuttavia indicherebbero entrambi la 
presenza di una netta discontinuità genetica misurata tra i due bacini mediterranei, 
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orientale ed occidentale. Ciò sarebbe coerente con l'ipotesi per cui le paralarve non 
forniscano una sufficiente dispersione per un’efficace omogeneizzazione genetica 
tra i due bacini, considerato che il livello di struttura della popolazione è 
inversamente correlato alla capacità di dispersione di un organismo (Hartl e Clark 
1997). Una significativa divergenza genetica tra i bacini del Mediterraneo 
occidentale e orientale è stata segnalata per molte specie marine (riassunta in 
Patarnello et al. 2007) e interpretata come la restrizione di flusso genico relativo alla 
zona di transizione oceanografica dello zoccolo Siculo-Tunisino. Dal punto di vista 
idrodinamico, lo Stretto di Sicilia è un'area attiva, caratterizzata dalla 
sovrapposizione di masse d'acqua; le caratteristiche idrodinamiche di questo stretto 
possono costituire un ostacolo o limitazione al flusso genico di diverse specie. 
Questa discontinuità genetica tra il bacino occidentale ed orientale, comporterebbe 
la presenza di due diversi stocks genetici in Mediterraneo che necessitano, dal punto 
di vista della pesca, di una gestione separata in modo da garantire un mantenimento 
della risorsa a lungo termine.  
7.2 SCALA GLOBALE 
Come secondo obiettivo di tesi ci si è proposti di indagare la filogenesi della specie 
Octopus vulgaris attraverso una comparazione di sequenze nucleotidiche per i 
marcatori COI e COIII, che sono state reperite dal database pubblico di GenBank. Per 
le sequenze della subunità I della Citocromo Ossidasi sono state confrontate le 222 
sequenze sarde con 52 sequenze omologhe appartenenti a 10 località, mentre le 91 
sequenze di COIII sono state raffrontate con 36 sequenze provenienti da 14 località 
dei principali bacini mondiali. 
In entrambi i marcatori si evidenzia la presenza di un’affinità genetica tra gli 
individui sardi e i campioni del Mediterraneo (Francia, Spagna, Mediterraneo 
centrale e Turchia), dell’Atlantico orientale (Marocco, Senegal, Galizia) e 
meridionale (Sudafrica, Tristan da Cunha), fino ai campioni dell’Oceano Indiano 
(Isole di Amsterdam e di Saint Paul). Questa sostanziale omogeneità genetica si 
contrappone con alcune sequenze che risultano molto divergenti rispetto al 
campione sardo. Una parte degli aplotipi turchi (Keskin e Atar 2011; 2013) per il 
marcatore COI, aplotipi provenienti dalle acque di Giappone, Cina e Taiwan (Warnke 
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et al. 2004, Yokobori et al. 2004, Kaneko et al. 2011, Dai et al. 2012) per entrambi i 
marcatori e da Brasile meridionale e Venezuela (Warnke et al 2004) per COIII, sono 
risultati molto distanti da tutti gli altri aplotipi analizzati. La distanza genetica 
misurata nelle popolazioni di polpo comune delle varie località dell’areale di 
distribuzione della specie indicherebbe l’esistenza di una strutturazione genetica ed 
una forte differenziazione rispetto ad altre aree geografiche, suggerendo la necessità 
di ulteriori indagini per approfondire la possibilità che queste differenze siano 
dovute all’esistenza di specie criptiche. Particolarità da non sottovalutare è anche la 
presenza, nel network degli aplotipi di COIII, di individui provenienti dalle acque 
australiane appartenenti alla specie Octopus tetricus. Queste ultime mostrano 
un’affinità genetica ad O. vulgaris sensu stricto (aplotipi condivisi) maggiore 
considerando sia le sequenze del Pacifico (Giappone e Taiwan) e sia gli individui 
provenienti dalle coste atlantiche del Sud America, che vengono tuttora attribuiti 
alla specie O. vulgaris. Dai et al. (2012), nel loro lavoro basato sul DNA barcoding su 
molte specie di Coleoidea (Mollusca: Cephalopoda) delle acque cinesi, hanno potuto 
identificare molti campioni solo fino al livello di genere (Octopus sp.), suggerendo 
che questi potrebbero appartenere ad almeno tre nuove specie, fino ad oggi non 
riconosciute. 
La potenziale presenza di diverse popolazioni di O. vulgaris, solo in parte 
interconnesse, o addirittura la possibile presenza di specie criptiche, darebbe 
ulteriore conferma della necessità di un’indagine approfondita sullo stato 
tassonomico del genere Octopus e sulla eventuale presenza di specie criptiche al suo 
interno, come già messo in evidenza da diversi autori. 
7.3 CONCLUSIONI 
Il presente lavoro di tesi ha confermato l’efficacia dei marcatori genetici nel 
comprendere la struttura e la connettività delle popolazioni ai fini gestionali e il 
confronto delle sequenze mitocondriali si è rivelato ancora una volta utile alla 
comprensione della tassonomia di Octopus vulgaris. Le informazioni qui riportate, 
confrontate con i dati biologici ed ecologici, possono diventare dati indispensabili al 
fine di pianificare misure di gestione del polpo comune a livello comunitario che 
possano garantire uno sfruttamento oculato della risorsa. Inoltre sarebbe molto 
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utile considerare questi dati come punto di partenza per una valutazione temporale 
della stato della risorsa, considerando come il polpo sia una specie con un ciclo vitale 
breve, che soffre di un notevole interesse commerciale, e che può essere quindi 
soggetta a cambiamenti repentini dello stato di salute della popolazione. Ci si 
auspica quindi che ulteriori studi futuri possano indagare meglio questi aspetti, 
avvalendosi di un campionamento più fine, tale da approfondire la struttura 
genetica tra i due bacini del Mediterraneo e valutare più chiaramente i problemi 
evidenziati sulla tassonomia di questa specie. 
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